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A Neuropatia Diabética Periférica (NDP) manifesta-se em 50-60% dos pacientes diabéticos 
tanto do tipo I quanto do tipo II e é a maior causa de amputação não traumática de membros. 
Muito embora as características eletrofisiológicas e morfológicas da doença já estejam bem 
descritas, pouco se sabe sobre seu desenvolvimento e progressão, limitando terapias eficazes. 
A hiperglicemia e deficiências na sinalização de insulina são consideradas como os eventos 
deflagradores da produção de estresse oxidativo observado nos nervos em processo de 
degeneração. Diversas hipóteses foram elaboradas na tentativa de explicar o fenômeno, mas 
até hoje existem muitas lacunas no conhecimento da patogênese e da plasticidade celular 
associada. Alterações detectadas por técnicas de prospecção em larga escala do 
transcriptoma e proteoma podem ajudar a compreender os eventos moleculares observados 
na NDP quando os sintomas começam a aparecer. Com esse intuito, o objetivo deste estudo 
foi o de analisar, por RNA-Seq e espectrometria de massas quantitativa livre de sonda, o 
transcriptoma e o proteoma de Gânglios da Raiz Dorsal (DRG) de ratos Wistar modelo para 
diabetes tipo-I apresentando os primeiros sinais de desenvolvimento de NDP e respectivos 
controles. Os resultados obtidos demonstraram que as alterações na expressão de genes e 
proteínas nos DRGs já são detectadas há apenas 2 semanas após a verificação de alterações 
de sensibilidade mecânica periférica nas patas traseiras de ratos. Apesar da grande 
similaridade entre os transcriptomas dos animais hiperglicêmicos e controles, a análise 
comparativa detectou 66 transcritos diferencialmente expressos entre os grupos. Os 
resultados do estudo de proteoma obtidos também revelaram que existem alterações de 
expressão nos DRGs dos animais hiperglicêmicos: 3 proteínas foram consideradas 
diferencialmente expressas entre os dois grupos. De maneira similar, a categorização 
baseada em função apontou para genes e proteínas diferencialmente expressos envolvidos 
com estresse oxidativo, inflamação, apoptose/sobrevivência celular, proliferação celular e 
hiperalgesia/analgesia. Dado os seus papéis fisiológicos, alteração de expressão dessas 
moléculas sugere uma alteração do programa metabólico celular para um voltado a 
regeneração/sobrevivência. Nossos resultados mostram que as alterações no proteoma e 
transcriptoma começam a aparecer precocemente e que essas alterações podem ser um 
esforço para manter a homeostase celular. Assim, os presentes dados podem indicar como 
as células do DRG respondem a hiperglicemia neste estágio precoce abrindo a possibilidade 
futura de se descobrir quais mecanismos ou vias param de responder, levando aos danos e 
morte celular observados na clínica. Descobrir as primeiras alterações celulares na NDP pode 
levar a alvos mais robustos para a intervenção farmacêutica, que podem por sua vez prevenir 




Peripheral Diabetic Neuropathy (PDN) manifests in 50-60% of types I and II diabetic patients 
and is the major cause of non-traumatic limb amputation. Although electrophysiological and 
morphological aspects are well described, little is known about its development and 
progression, undermining effective therapies. Hyperglycemia and insulin signaling impairment 
are considered the triggering events of oxidative stress production observed in the dying 
nerves. Several hypotheses try to explain the phenomenon, but until now there are still many 
gaps in the pathogenesis and the plastic changes it generates. Changes in transcriptome and 
proteome detected by high-throughput techniques, when first symptoms of the disease start to 
appear, can help understand the molecular events observed in PDN. To achieve this, we 
proposed a study to analyze, by RNA-Seq and label-free quantitative mass spectrometry, 
transcriptional and proteomic changes in Dorsal Root Ganglia (DRG) of a rat model for type I 
diabetes and its respective control. The results presented here show that alterations in genes 
and proteins expression are already taking place after only two weeks of detection of 
mechanical sensitivity impairment in hyperglycemic rats’ hindpaw. Despite the great 
transcriptome similarity between control and diabetic rats, RNA sequencing comparative 
analysis already found 66 transcripts differentially expressed between the groups. Proteomic 
study also revealed alteration in protein expression in hyperglycemic rats DRG’s: 3 proteins 
were considered differentially expressed between the two groups. Similarly, function-based 
categorization pointed to differentially expressed genes and proteins enrolled in oxidative 
estresse response, inflamation, apoptosis/cell survival, cell proliferation, and 
hyperalgesia/analgesia. Given their physiological roles, expression alterations in such genes 
and proteins suggest an alteration in cell metabolic program to switch to a more 
survival/regenerative one. Our results show that changes in transcriptome and proteomic 
profile start to appear very early in PDN and that these first alterations might be a strong effort 
for keeping cell homeostases. Hence, the present data may indicate how DRG cells are 
responding to hyperglycemia in its early stages and which mechanisms first fail to respond, 
further leading to cell damage and cell death. Knowing the first cell alterations in PDN might 
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Projeções sobre a prevalência de diabetes realizadas em 2004 previam que, em 2030, 
cerca de 4,4% da população mundial apresentariam essa doença; entretanto, 15 anos 
antes desta data, a organização International Diabetes Federation (IDF) publicou as 
estimativas realizadas para 2015 mostrando que aproximadamente 8,8% das pessoas 
entre 20-79 anos no mundo todo (ou 415 milhões de pessoas) já apresentam algum 
dos dois tipos de diabetes (IDF Diabetes Atlas, 7th edition, 2015). Ademais, ainda 
segundo a IDF, se o ritmo de crescimento da prevalência continuar como o atual, 
espera-se que, para 2040, 640 milhões de pessoas desenvolvam diabetes. Em 2015, 
estima-se que o gasto global anual com a doença e suas complicações, em dólares 
internacionais (ID) seja de U$795 bilhões a U$1.404 bilhões; e que passe a ser entre 
U$997 bilhões e U$1.788 bilhões em 2040 (IDF Diabetes Atlas, 7th edition, 2015).  
De acordo com a definição da American Diabetes Association, de 2014, diabetes é 
um grupo de doenças metabólicas caracterizadas por hiperglicemia sistêmica 
resultante de defeitos na secreção ou da ação de insulina ou ambos (American 
Diabetes Association, 2014). Os dois tipos mais comuns de diabetes são classificados 
de acordo com os processos patológicos associados com o desenvolvimento da 
hiperglicemia : destruição autoimune das células beta do pâncreas mediada por 
células T, levando a produção insuficiente de insulina (diabetes tipo I,  contabiliza 5 a 
10% dos casos de diabetes no mundo); anormalidades no metabolismo de 
carboidratos, proteínas e ácidos graxos devido a diminuição da ação da insulina em 
tecidos alvos (que pode ser devido a diminuição da sua produção e/ou diminuição da 
resposta tecidual à insulina) (diabetes tipo II, contabiliza 90-95% dos casos de 
diabetes no mundo) (American Diabetes Association, 2014). Como toda doença 
crônica, a diabetes leva a complicações severas decorrentes da hiperglicemia 
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sistêmica em diversos tecidos e órgão, afetando principalmente o coração, o sistema 
vascular, rins, olhos e nervos (International Diabetes Federation, 2015). 
A neuropatia diabética é a condição ou doença secundária mais frequente 
consequente à diabetes, presente em cerca de 60% dos pacientes [1]. É caracterizada 
por uma degeneração progressiva das fibras nervosas, principalmente as fibras 
sensoriais, muito embora também possa ocorrer degeneração de fibras motoras em 
estágios avançados da doença. Por esse motivo, os sintomas sensoriais são mais 
fequentemente relatados do que os motores na prática clínica [2]. Os sintomas 
relatados são aumento da sensibilidade a dor, parestesia ou perda progressiva da 
sensibilidade [2]. Um terço dos pacientes com diabetes relatam sentir dor, 
independente de já apresentarem neuropatia [3]. Os sintomas dolorosos 
correspondem as principais queixas dos pacientes com neuropatia diabética e podem 
chegar ao ponto de incapacitação e afastamento do trabalho [4]. Por outro lado, a 
perda da sensação sensorial está altamente associada as lesões e ulcerações em 
regiões periféricas do corpo, características da doença, e responsável por 38% do 
total de amputações periféricas totais ou a maior responsável por amputações não 
decorrentes de traumas nos Estados Unidos [5].  
Uma vez instalada, a NDP apresenta características morfofuncionais mal-adaptativas 
como a perda axonal dependente de comprimento, afetando as porções distais das 
extremidades dos membros, principalmente os pés, progredindo proximalmente em 
um padrão denominado meia-e-luva [1, 6]. 
As mudanças estruturais nas células e fibras nervosas ocorrem após a adição de 
outros fatores patogênicos ainda não esclarecidos, ocorrendo, de maneira progressiva, 
as seguintes etapas: 1) degeneração axonal, da região distal em direção à proximal, 
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com diminuição do comprimento dos axônios; 2) danos nas células de Schawnn, com 
consequente morte destas células; 3) desmielinização paranodal em vista da perda 
de células de Schwann; 4) consequentemente perda das fibras mielinizadas e não 
mielinizadas. A neurodegeneração é mais extensa nos axônios mais longos, que são 
afetados primeiro e a regeneração axonal, embora ocorra, é anômala, o que impede 
a reinervação tecidual [7, 8]. Apesar de evidências da morte de células da glia nos 
gânglios e nos nervos, não há evidências de sinais de apoptose aparente de corpos 
neuronais sensoriais ou simpáticos no gânglio [9], muito embora existam evidências 
de perda de neurônios pequenos não mielinizados em camundongos-modelo para 
diabetes acompanhados por nove meses [10]. 
Acredita-se que anormalidades metabólicas interrelacionadas resultantes da 
hiperglicemia e deficiências na síntese de insulina e peptídeo-C, ou da perda da 
sensibilidade à insulina, podem estar envolvidos na neuropatia diabética. No entanto, 
a observação da grande variabilidade dos sintomas apresentada pelos pacientes leva 
a crer que outros fatores além da glicemia influenciam para a sua patogênese. Mesmo 
assim, até o presente momento, as hipóteses mais aceitas pela comunidade científica, 
formuladas a partir de observações moleculares in situ, são a alta concentração de 
glicose e/ou a deficiência na sinalização de insulina como os eventos desencadeantes 
da geração de estresse oxidativo, processo patológico chave para o dano neuronal 
[11-15]. Abaixo estão descritos os 5 mecanismos que estariam, de acordo com a 
literatura, mais frequentemente associados a geração de estresse oxidativo em 
decorrência da hiperglicemia e/ou deficiência na sinalização de insulina: 
(1) Aumento na atividade da Via dos Polióis – Em condições fisiológicas normais, 
esta via apresenta baixa contribuição para o metabolismo da glicose, principalmente 
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devido à baixa afinidade da glicose à enzima Aldose Redutase, uma enzima 
oxiredutora dependente de NADPH que catalisa a redução de diversos compostos 
carbonílicos. No caso da glicose, sua redução leva à formação do poliálcool sorbitol, 
que por via da enzima Sorbitol Desidrogenase, é oxidado a frutose (ao custo de uma 
molécula de NADH, transformando-a em NAD+). A Hexoquinase fosforila a frutose, 
retornando-a a via da glicólise. Porém, quando há excesso de glicose no meio, a taxa 
de conversão enzimática da glicose para o sorbitol aumenta mais do que a demanda 
de frutose pela via da glicólise, favorecendo então a produção de sorbitol 
concomitante também ao decréscimo de disponibilidade de NADPH. Os efeitos 
deletérios do incremento da via dos polióis associado à hiperglicemia devem-se a 
indução ou aumento de estresse oxidativo pela ação direta do sorbitol, que pode agir 
como agente de glicação de nitrogênios em proteínas, pelo aumento da razão 
citosólica de NADH/NAD+ e diminuição na concentração citosólica de NADPH, sendo 
estes dois últimos os que mais contribuem para a formação de estresse oxidativo. O 
aumento da razão NADH/NAD+ pela oxidação do sorbitol leva a inibição da enzima 
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e ao aumento da concentração de 
triose fosfato, o qual por sua vez induz a formação de um precursor dos produtos finais 
de glicação avançada (A.G.E.s), o metilglioxal, um dicarbonil, e também do segundo 
mensageiro lipídico diacilglicerol (DAG), um indutor de PKC. Já a diminuição na 
concentração citosólica de NADPH, um cofator importante em reações de oxirredução 
da célula, prejudica a regeneração de Glutationa S-transferase reduzida (GSH), um 
aceptor natural de radicais livres de oxigênio, acarretando então em grande estresse 
oxidativo intracelular [16-19]; 
(2) Glicação de Proteínas e produção de A.G.E.s – O ambiente hiperglicêmico é o 
maior contribuidor para a formação de A.G.E.s intracelular e extracelular. Na região 
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intracelular, os A.G.E.s podem se formar pela reação não enzimática da glicose e 
outros compostos derivados da glicose com proteínas. Esses dicarbonetos reativos 
reagem com grupos aminoácidos de proteínas intra e extracelulares formando os 
A.G.E.s, encontrados principalmente na matriz extracelular. A produção de 
precursores de A.G.E.s intracelulares leva a danos nas células por três mecanismos 
principais: (1) função anormal das proteínas glicosiladas modificadas; (2) interação 
anormal entre componentes extracelulares glicosilados de matriz e entre 
componentes modificados e receptores para proteínas de matriz nas células; 
proteínas do plasma modificadas se ligam ao receptor para produtos finais de glicação 
avançada ou RAGE (receptor  para produtos finais de glicação, ou do inglês: receptor 
for advanced glycation end-products), o qual por sua vez induz formação de espécies 
reativas de oxigênio e ativa o fator de transcrição pleiotrópico NF-κB, causando 
mudanças patológicas na expressão gênica, e ativando diversas proteínas de vias 
inflamatórias, induzindo estresse celular  [16, 19-21]; 
(3) Suporte neurotrófico reduzido - A deficiência de produção e/ou sinalização do 
hormônio insulina, dos fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGF1 e IGF2) 
e neurotrofina (NT-3) observados na diabetes geram perda do suporte neurotrófico 
necessário para a manutenção do fenótipo normal do neurônio sensorial. Sem este 
suporte, começam a aparecer alterações mitocondriais acarretando na diminuição da 
produção de ATP, o que por sua vez compromete mecanismos homeostáticos 
dependentes de Ca2+, principalmente as bombas de Ca2+ da membrana plasmática e 
retículo endoplasmático (RE). A diminuição da entrada de cálcio no RE reduz a 
concentração interna deste íon, ocasionando estresse no RE. Este estresse afeta a 
síntese, as modificações pós-traducionais e tráfego de proteínas, resultando na 
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diminuição dos suprimentos de canais voltagem-dependentes nos axônios, levando 
ao declínio da velocidade de condução do nervo [11, 22]; 
(4) Aumento da atividade da proteína quinase C (PKC) – Nove das onze isoformas 
são ativadas pelo segundo mensageiro lipídico DAG. O aumento de glicemia 
intracelular aumenta por sua vez a síntese de DAG por via de acetilação gradual e 
redução do intermediário glicolítico dihidroxicetona fosfato em glicerol-3-fosfato. O 
aumento de atividade de PKC, em consequência do aumento da produção de DAG, 
está associada a anormalidades de fluxo sanguíneo, principalmente na retina e rins, 
pela inibição da produção de óxido nítrico e pela estimulação da atividade da 
endotelina-1 e o fator estimulante de permeabilidade VEGF, o que aumenta a 
permeabilidade celular. O aumento da atividade de PKC parece estar envolvida 
também no acúmulo de proteínas de matriz microvascular, pela indução da expressão 
de TGF-β1, fibronectina e colágeno tipo IV, efeitos esses decorrentes da diminuição 
da produção de óxido nítrico [16, 23]. 
(5) Falência mitocondrial - A falência mitocondrial, caracterizada pela disfunção da 
atividade do complexo de transporte de elétrons e redução da fosforilação oxidativa já 
foi observada em neurônios sensoriais de DRG de ratos e camundongos tratados com 
Estreptozotocina em um modelo de diabetes tipo 1. Acredita-se que esta falência seja 
o principal gatilho da degeneração do nervo periférico. Foi observado que a 
mitocôndria pode apresentar disfunções decorrentes da diminuição do aporte 
neurotrófico (descrito no item 3 desta seção) e pela inibição da via dependente de 
AMPK. Estudos conduzidos em tecido muscular, hepático e cardíaco demonstraram 
que o eixo de sinalização da AMPK (AMP quinase), regulador silente de informação 
T1 (SIRT1) e coativador 1α do receptor γ ativado por proliferação de peroxissomo 
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(PGC-1α) são regulados pela demanda metabólica das células e assim regulam a 
função mitocondrial de acordo, principalmente a fosforilação oxidativa. Em momentos 
de escassez de nutrientes, esta via é ativada, aumentando a produção de ATP, além 
de promoverem, via SIRT1, uma desacetilase, a alteração da expressão de diversas 
vias e proteínas, tendo efeitos globais na expressão gênica. A PGC-1α é um alvo 
primário de AMPK e SIRT1 e controla a expressão de uma família de proteínas 
requeridas para a função mitocondrial, além de sua biogênese e regeneração. Desta 
maneira, a hipótese de falência mitocondrial como um dos alicerces da origem da 
neuropatia foi formulada por Chowdhury e colaboradores [7] e baseia-se no excesso 
de nutriente disponível (hiperglicemia) e diminuição da razão de NAD+/NADH devido 
ao aumento da atividade da via dos polióis, resultando na inibição ou bloqueio total do 
eixo de sinalização AMPK-SIRT1, levando a inibição da expressão ou atividade de 
PGC-1α, e subsequentemente a diminuição das atividades da cadeia enzimática 
respiratória mitocondrial e fosforilação oxidativa e diminuição de biogênese. Esses 
fatores em conjunto levam a uma maior susceptibilidade ao funcionamento alterado 
das mitocôndrias e estresse celular [7, 19, 24-26] 
O que se pode interpretar dos conhecimentos obtidos até agora acerca da NDP é que, 
como para toda doença complexa, um único fator não é responsável por determinar a 
resposta de uma célula, e o desafio é decifrar todos os fatores que apresentam papéis 
cruciais na determinação do destino desta célula, ou um grupo de células ou tecidos. 
Temos como exemplo dessa afirmação uma via mencionada anteriormente, AMPK e 
SIRT1; tais proteínas, além de orientarem a regulação da produção de ATP pela 
mitocôndria, ainda contribuem para as mudanças de expressão gênica global. 
Quando a quinase AMPK encontra-se inibida ocorre aumento da atividade da via de 
mTORC1, via pleiotrópica de grande importância para o controle da tradução e 
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plasticidade neuronal, e cujo incremento em sua atividade desencadeia aumento da 
sinalização para síntese protéica, excitabilidade neuronal, sinalização para IL-6 e 
conseqüentemente alodinia em modelos de roedores para dor neuropática por injúria 
[27].  
A falta de conhecimento acerca dos mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento 
da doença influencia dramaticamente o tratamento do paciente, que atualmente está 
voltado para amenizar os sintomas dolorosos da neuropatia [28]. Apesar de 
intervenções farmacológias em algumas moléculas e/ou mecanismos estarem em 
testes clínicos nos Estados Unidos e na Europa, ainda não existem tratamentos 
direcionados para a paralização da progressão da doença ou mesmo para sua 
reversão [28, 29].  
Sendo assim, neste contexto, as técnicas de prospecção em larga escala como, por 
exemplo, perfis de transcrição gênica e protéica, são de grande valia por propiciarem 
uma visão mais compreensiva e global das inter-relações entre processos e o contexto 
no qual alguma molécula ou via está operando [30]. De fato, ferramentas de análise 
em larga escala da expressão de genes como Next-Generation Sequencing, 
Microarray, SAGE (do inglês- Serial Analysis of Gene Expression), MPSS (do inglês- 
Massively Parallel Signature Sequencing), etc, ou análise do proteoma por "ShotGun 
Proteomics” tem se mostrado importantes na identificação de biomarcadores em 
doenças complexas [31-33] 
Atualmente, técnicas de montagem, análise e quantificação de transcriptoma baseada 
em plataformas de Sequenciamento de Nova Geração ou , do inglês, Next-Generation 
Sequencing, tornaram-se opções muito atraentes para o estudo mais abrangente de 
doenças complexas, bem como para a descoberta e mapeamento de novos genomas 
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e transcriptomas [31]. A principal vantagem destas técnicas é a de não dependerem 
de sondas de oligonucleotídeos sintéticos manufaturados de acordo com as 
sequências de genes mapeados e conhecidos, mas sim de usarem o próprio RNA da 
amostra como primers, gerando a amplificação e sequenciamento de virtualmente 
todas as moléculas de RNA presentes naquela amostra. A corrida é extremamente 
rápida, por ser realizada por meio da metodologia de Processamento Maciço em 
Paralelo (do inglês Massive Parallel Processing) que possibilita o sequencimento de 
milhões a bilhões de fragmentos de RNA ou DNA em poucas horas [34-36]. O 
mapeamento das sequências obtidas pela técnica ocorre em uma etapa posterior e, 
não raro, aparecem sequências nunca antes mapeadas para o genoma referência de 
organismos já bem estudados [35]. Apesar de ainda ter um custo elevado, uma única 
corrida é sensível o suficiente para se coletar informações de expressão de transcritos 
conhecidos e referentes a genes conhecidos, além de também capturar novas regiões 
transcritas, translocações, processamento alternativo de RNA, RNA de função 
regulatória, SNP calling ou mudança de bases ocasionadas durante a transcrição, e 
promotores alternativos. Assim, essa técnica explora a complexidade do 
transcriptoma de uma maneira inteiramente nova, abrindo a possibilidade de 
descoberta de novas variantes, reguladores de transcrição e mesmo novos genes [34, 
35]. 
A possibilidade de análise de maneira rápida e sensível do transcriptoma de um 
organismo fez com que as tecnologias de quantificação de expressão gênica se 
transformassem em opções populares em estudos de prospecção em larga escala de 
biomarcadores [37]. Isso se deve a impossibilidade, até pouco tempo atrás, de se 
obter resultados com poder satisfatório de quantificação de proteínas quando 
utilizadas também técnicas de prospecção em larga escala. Porém, estima-se que a 
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correlação entre a expressão de mRNA total e proteínas em um mesmo tecido seja 
de apenas 40% [38, 39]. Apesar dessa discrepância ser atribuída às diferenças entre 
as técnicas de extração de RNA e proteínas e na sensibilidade das técnicas de 
detecção destas moléculas, deve-se considerar que essa disparidade se deva aos 
variados níveis de regulação pós-transcricionais e pós-traducionais presentes na 
célula [40]. Portanto, basear-se apenas na expressão de RNA para a prospecção de 
biomarcadores levará a geração da informação de maneira incompleta e muitas vezes, 
de difícil contextualização biológica.  
Desde os anos 80, com as melhorias nos processos de ionização branda, como 
electrospray [41] e ionização e dessorção a laser assistida por matriz [42], a 
espectrometria de massas (MS) se tornou o método preferencial para a identificação 
de proteínas (revisto em [43]). Desde então, melhorias técnicas na separação de 
peptídeos ou proteínas, na análise por MS e bioinformática [44] e no conhecimento 
dos genomas beneficiaram uma caracterização mais profunda dos proteomas, 
gerando a “proteômica”. A proteômica, ou o campo que estuda o conjunto de proteínas, 
expressão, interações, modificações, funções e localização intracelular - ou proteoma- 
de uma célula, tecido ou organismo [45], é uma ciência derivada da era genômica, 
período do qual se beneficiou, principalmente nas duas últimas décadas, dado o 
crescente número de genomas anotados, dos mais variados organismos, disponíveis 
nos bancos públicos [44]. Estudar o proteoma, principalmente em mamíferos, para 
entender o funcionamento celular é ainda um desafio: dentro do universo das 
proteínas, quanto mais longe das primeiras etapas de sua produção (isto é, de sua 
codificação no genoma), mais camadas de complexidade são adicionadas, 




Figura 1. Complexidade do estudo do proteoma.  




O método de Shotgun Proteomics, nesse sentido, é o que tem sido mais largamente 
usado para esse fim [43]. Nesse método, que envolve cromatografia líquida acoplada 
à espectrometria de massas (LC-MS ou LC-MS/MS), as proteínas são extraídas e 
digeridas enzimaticamente, gerando fragmentos peptídicos que serão separados por 
cromatografia, ionizados por electrospray e injetados em um espectrômetro de 
massas para identificação. O MS (também chamado MS1) escaneia e identifica as 
massas dos cátions (peptídeos ionizados) a cada segundo aproximadamente e, 
durante este escaneamento, ocorre a seleção e isolamento dos precursores mais 
abundantes, que são então dissociados por colisão ou por reações químicas e as 
novas massas identificadas, permitindo assim inferir a sequência de aminoácidos do 
peptídeo precursor (MS2 ou MS em tandem) [43]. 
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Os avanços na técnica de LC-MS, fizeram com que se impulsionasse o estudo de 
quantificação em larga-escala de proteínas [46], graças a rápidas melhorias na 
resolução do picos de fragmentos peptidicos ionizados, na acurácia de identificação 
das massas, taxa de escaneamento do MS e sensbilidade [44]. Ainda, a introdução 
de instrumentos de análise de massas híbridos, com configurações mais modernas e 
capazes de identificar e quantificar milhares de proteínas com considerável 
confiabilidade, auxiliou a alavancar a análise proteômica [47, 48].  
Portanto, tendo em vista as recentes inovações na área de prospecção em larga –
escala, o que se busca atualmente é a integração dos dados “OMICS” (do inglês -
GenOMICS, TranscriptOMICS, ProteOMICS, MetabolOMICS, etc), ou Biologia de 
Sistemas, para uma melhor interpretação biológica dos dados moleculares de uma 
dada célula, tecido, órgão ou organismo [49, 50]. 
Nesse sentido, incorporar resultados obtidos por transcriptoma e proteoma podem 
auxiliar em uma melhor compreensão da mecanismos moleculares responsáveis pelo 






Existem muitas lacunas no conhecimento da patogênese da NDP, principalmente no 
que concerne a atuação das células do DRG na orquestração dos eventos 
desencadeantes, similar ao já descrito na literatura em modelos de neuropatia por 
injúria. Além disso, são poucos os estudos envolvendo alterações de expressão 
gênica e protéica global em células do DRG nessa patologia.	Assim, propusemos este 
estudo com o intuito de se definir possíveis genes, proteínas e/ou vias envolvidas nos 
eventos responsáveis pela manifestação da NDP utilizando para tal ratos tratados com 
estreptozotocina como modelo animal para diabetes tipo I, com neuropatia instalada 







Traçar o perfil de expressão gênico e protéico do gânglio da raiz dorsal de ratos Wistar 
induzidos com Estreptozotocina como modelo para diabetes I em busca de possíveis 
genes/proteínas/vias candidatas envolvidas nos mecanismos da neuropatia periférica 
na diabetes. 
Objetivos Específicos  
1. Estabelecer, em nosso laboratório, um modelo de neuropatia diabética periférica 
induzindo-se ratos Wistar com múltiplas doses de Estreptozotocina; 
2. Traçar o perfil de expressão gênica por sequenciamento de nova geração (RNA-
Seq) de RNA total dos gânglios da raiz dorsal dos dois grupos a serem comparados: 
ratos Wistar induzidos com Estreptozotocina já hiperglicêmicos apresentando NDP e 
ratos Wistar controle, tratados com veículo; 
3. Selecionar e validar os genes que tenham apresentado expressão diferencial entre 
os grupos discriminados no item 1 desta seção por PCR em tempo-real; 
4. Traçar perfil de expressão protéica por Espectrometria de Massas dos gânglios da 
raiz dorsal dos dois grupos a serem comparados: ratos Wistar induzidos com 
Estreptozotocina já hiperglicêmicos apresentando NDP e ratos Wistar controle, 




MATERIAL E MÉTODOS 
 Animais 
Ratos Wistar machos com 6 a 10 semanas (200-250g) provenientes do Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 
Laboratório (CEMIB) foram utilizados de acordo com as diretrizes do Comitê de Ética 
para Pesquisas com Animais da Universidade Estadual de Campinas (Projeto 
Aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais CEUA/UNICAMP -Protocolo nº 
2658-1. Os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas para a 
acomodação de quatro animais cada, acomodadas em estantes ventiladas (Alesco, 
Brasil) com temperatura (22±2°C) e umidade (55%±5%) constantes e fotoperíodo 
determinado de 12 horas de luz/escuro. Os animais receberam água e ração ad libitum 
ao decorrer de todo experimento, exceto no primeiro dia de aplicação de injeção de 
Estreptozotocina ou veículo, no qual os animais ficaram por quatro horas em jejum de 
ração, a fim de que a ação da droga fosse mais intensa. 
Indução de diabetes Tipo 1 por Múltiplas Doses de Estreptozotocina 
(MLDS) 
Realizamos o protocolo de indução de diabetes tipo 1 por múltiplas doses de 
Estreptozotocina. Assim, descrito de forma breve, ratos machos, com 6 a 10 semanas 
de vida receberam a administração de 25mg/Kg de Estreptzotocina (STZ) (diluída 
alguns minutos antes da aplicação em 0,1M de Tampão Citrato pH 4,5 e 0,9% de NaCl) 
via intraperitoneal (i.p.), uma vez ao dia, por cinco dias, em concordância a Skalska et 
al., 2010 e Hall et al., 2013, com modificações [51, 52]. O grupo controle recebeu dose 
de injeção de veículo correspondente constituída por Tampão Citrato 0,1M pH 4,5 e 
0,9% de NaCl durante o mesmo período e número de injeções (uma vez ao dia, por 
cinco dias). A glicose plasmática matinal (entre 9 e 10 horas da manhã) sem jejum foi 
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medida os dias 0 (início dos experimentos, antes da primeira injeção de 
estreptozotocina) 3, 7, 14, 21 e 28 por meio de fitas de teste impregnadas com glicose 
oxidase (Accu Chek Sensor Active, Roche Diagnostics, Alemanha) em sangue colhido 
via punção venosa caudal e a diabetes foi definida pela presença de hiperglicemia 
(glicemia plasmática ≥ 250mg/dL). O estabelecimento da diabetes foi considerado a 
partir do primeiro dia das medidas de glicemia. O peso dos animais também foi 
mensurado nos períodos mencionados. 
Teste nociceptivo comportamental 
O limiar nociceptivo mecânico foi avaliado por um analgesímetro eletrônico adaptado 
para ratos [53] nos dias 0 (início dos experimentos, antes da primeira injeção de 
estreptozotocina) 3, 7, 14, 21 e 28. Este aparelho consiste em um transdutor de força 
conectado a um contador digital que expressa a força em gramas (gf). A precisão do 
aparelho é de 0,5 gf e este está calibrado para registrar uma força máxima de 150 gf, 
mantendo a precisão de 0,5 gf até a força de 80 gf. O contato do transdutor de força 
com a pata foi realizado por meio de uma ponteira descartável de polipropileno com 
0,5 mm de diâmetro adaptada ao transdutor. Os animais foram colocados em caixas 
de acrílico, medindo 12x20x17 cm cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual 
a 5 mm2, constituída de arame não maleável de 1 mm de espessura. Os ratos 
permaneceram nas caixas durante 15 minutos antes do experimento para habituação. 
Espelhos estavam posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentação para 
facilitar a visualização das plantas das patas dos animais. O experimentador foi 
treinado a aplicar, por entre as malhas da rede, uma pressão na superfície plantar da 
pata dos ratos com um aumento constante até que o rato emitisse um reflexo de 
retirada da pata seguido de uma resposta caracterizada como tremor (flinch) da pata 
estimulada. Os estímulos foram repetidos por até seis vezes, em geral, até que o 
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animal apresentasse 3 medidas consecutivas similares, ou seja, com uma diferença 
de força inferior ou igual a 10%. A intensidade de sensibilidade mecânica foi 
quantificada pela razão do limiar de nocicepção em gramas (grama-força) obtida nos 
dias 3, 7, 14, 21 e 28 em relação ao limiar de nocicepção em gramas basal (dia 0).  
Coleta das patas e gânglios da raiz dorsal  
No 28° dia, os animais foram anestesiados (85/15 mg/kg de cetamina/xilazina) e em 
seguida exsanguinados por perfusão com solução salina (0,9% de NaCl) via cardíaca 
para a dissecação e coleta das patas traseiras e gânglios L4 e L5. Ao todo foram 
coletados 64 pares de gânglios (L4 e L5 direito e esquerdo). 
As patas traseiras direita e esquerda de 3 animais de ambos os grupos foram 
coletadas para o experimento de quantificação dos feixes nervosos da região dérmica 
superior e intra-epidérmica. Para tal, os animais foram anestesiados (85/15 mg/kg de 
cetamina/xilazina) e em seguida exsanguinados por perfusão via cardíaca 
primeiramente com solução salina (0,9% de NaCl) e depois com paraformaldeído 4% 
em solução tampão fosfato (PB 0,1M, pH 6,8). Após a perfusão, a a pele glabra da 
toda região plantar foi coletada com auxilio de um bisturi e imediatamente colocada 
em solução de pós-fixação (formaldeído 4%) overnight .A seguir, o material foi 
transferido para solução crioprotetora contendo sacarose 20% em tampão fosfato a 
4°C por pelo menos 48 horas. Finalmente, as patas foram embebidas em matriz de 
resina e glicóis para corte em criostato Tissue Tek O.C.T. (Sakura Finetek USA Inc, 
USA) e armazenadas em freezer à -80°C para posterior uso. 
Imunofluorescência 
Para o experimento de imunofluorescência, foram realizados cortes do tecido de pata 
traseira em criostado a  -20°C (Leica, Wetzlar, Alemanha) com 40 µm de espessura. 
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Coletou-se 4 cortes não seriais para cada animal, os quais foram submetidos ao 
protocolo de imunofluorescência pela técnica de Free-floating. Os cortes foram 
lavados por 30 minutos com Tampão Fosfato Salino (PBS) contendo 0,05% de agente 
bacteriostático Azida Sódica (Labsynth, Diadema, Brasil) e 0,1% de Triton X-100 (LGC 
Biotecnomologia, Cotia, Brasil). Dos 4 cortes por animal, 3 foram posteriormente 
incubados overnight à 4°C com anticorpo primário PGP 9.5 1:500 (rabbit polyclonal 
Anti-PGP 9.5 AB1761-I, Merck Millipore, Billerica, USA) diluído em PBS com 0,1% de 
Triton X-100, 0,1%, Azida Sódica 0,05% e Albumina 3% (Sigma-Aldrich Co.,Saint 
Louis, USA) e 1 corte foi submetido à solução de diluição do anticorpo primário, sem 
o anticorpo, para controle negativo. A seguir os cortes foram lavados 3 vezes por 10 
minutos em temperatura ambiente com solução de PBS com Azida Sódica 0,05%. e 
finalmente incubados com anticorpo secundário Alexa 488 1:500 (donkey IgG anti-
rabbit A21207, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) por 2 horas a 
temperatura ambiente. A seguir, os cortes foram novamente lavados com solução de 
PBS com Azida Sódica 0,05% e montados com VectaShield (Vector Laboratories, 
Burlingame, USA). em lâminas histológicas gelatinizadas (Global Glass, Monte Alto, 
Brasil).  
As imagens foram obtidas em um microscópio invertido Leica modelo DMI 6000B, 
acoplado à câmera DFC360FX e fonte de luz fluorescente Leica CTR7000HS (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) usando a objetiva de 20x em uma resolução de 
1392X1040 pixels (625,95 x 467,55 microns). Para a captura das imagens 
fluorescentes, foi usado o filtro L5 Leica (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha), 
cuja excitação da luz se dá no comprimento de onda de 498nm e emissão da luz à 
520 nm. 5 imagens por corte foram coletadas, totalizando 15 imagens por animal ou 
45 imagens por grupo. Os dados são apresentados como a razão da área das fibras 
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PGP 9.5 positivas em relação à área total da epiderme e derme superior (região 
subjacente à epiderme, distante aproximadamente 150 µm da junção epiderme-derme, 
de acordo com o protocolo sugerido pelo Diabetic Complications Consortium 
(https://www.diacomp.org/shared/protocols.aspx) e Almerestani et al., 2008 [54] . 
Extração do RNA total e Proteínas 
O isolamento de RNA total e proteínas foi feito pelo kit comercial microkit RNeasy 
(Qiagen Inc, EUA) seguindo-se as instruções contidas no manual do fabricante. As 
amostras de RNA e proteínas foram armazenas em -80°C para posterior uso. 
Quantificação, verificação da qualidade do RNA total e construção da 
biblioteca de cDNA  
A quantificação do RNA total extraído previamente de gânglios da raiz dorsal L4 e L5 
foi realizada utilizando-se espectrômetro de volume ultra baixo (Epoch Microplate 
Spectrometer, BioTek Instruments Inc., USA) e um fluorômetro Qubit®, 
Lifetechnologies, USA). 1µL de RNA foi submetido à análise de qualidade e 
integridade no sistema Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies, USA) utilizando-se o 
kit RNA Nano 6000 Labchip (Agilent Technologies, USA), de acordo com o protocolo 
do fabricante.  Após a seleção das amostras com alto índice de qualidade e 
integridade (RIN>7), o RNA destas amostras foi convertido em uma biblioteca de 
cDNA utilizando-se kit TruSeq Stranded Total RNA Sample Preparation kit (Illumina 
inc, USA). O sequenciamento no sistema HiSeq 2500 foi realizado seguindo as 
orientações do fabricante com o kit TruSeq Paired-end Cluster Kit v2-cBot-GA (ambos 
Illumina inc, USA), pelo Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em 
Ciências da Vida – LACTAD-UNICAMP.  
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Sequenciamento de Nova Geração  
1a tentativa 
Para o primeiro sequenciamento, foi realizada corrida do tipo Single-end, com 
templates iniciais de tamanho 100 pares de base na plataforma de sequenciamento 
Illumina HISEQ2500. Os dados brutos (não tratados) com escore de qualidade ≥Q30 
foram compactados e transformados em um arquivo FASTQ, o qual foi 
subsequentemente submetido a um novo controle de qualidade com auxílio do 
software Trimmomatic Tool [55]. Neste software, cada read era analisado, suas bases 
adaptadoras eram reconhecidas e retiradas, e, por fim, o software realiza uma 
normalização das sequências. Foi usado o software TopHat Aligner para o 
alinhamento das sequências (reads) com a sequência do genoma referência Rattus 
norvegiccus (build Rnor_5.075) (http://www.ensembl.org/info/ data/ ftp/index.html), 
ajustado para os parâmetros padrões (40 alinhamentos por read e até 2 mismatches 
por alinhamento). Os arquivos gerados após esta etapa, designados BAM, foram 
organizados depois da abundância relativa ser mensurada e divididos em grupos pelo 
software Cufflinks. A análise de diferença de expressão entre os grupos é feita pelo 
software Cuffdiff e os gráficos pelo software rodado em interface R CummeRbound. 
2a tentativa 
O segundo sequenciamento realizado apresenta protocolo semelhante ao descrito 
acima, porém o tipo de corrida e os métodos de análise foram modificados.  
Foi realizada a corrida de 8 amostras (4 amostras do grupo C e 4 do grupo DC) do 
tipo Paired-end em uma lane, com templates iniciais de tamanho 100 pares de base, 
na plataforma de sequenciamento Illumina HiSeq 2500. Os dados brutos (não tratados) 
com escore de qualidade ≥Q30 foram compactados e transformados em um arquivo 
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FASTQ, o qual foi subsequentemente submetido a um novo controle de qualidade 
com auxílio do software Trimmomatic Tool, como descrito anteriormente. Foi usado o 
software TopHat Aligner para realizar o alinhamento das sequências (reads) com a 
sequência genoma referência de Rattus norvegiccus (build Rnor_5.075) 
(http://www.ensembl.org/info/ data/ ftp/index.html), ajustado para os parâmetros 
padrões (40 alinhamentos por read e até 2 mismatches por alinhamento). Os arquivos 
gerados após esta etapa, designados BAM, foram organizados depois da abundância 
relativa ser mensurada e divididos em grupos pelo software Cufflinks. A análise de 
diferença de expressão entre os grupos é feita pelo software Cuffdiff e os gráficos pelo 
software rodado em interface R CummeRbound. 
Enriquecimento das listas Gênicas  
Os genes cuja expressão detectada pela análise do primeiro sequenciamento era 
significativamente diferente entre os grupos foram analisados com o software de uso 
livre Enrichr tool (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/index.html) [56] para 
enriquecimento de termos (Molecular Function). Basicamente, a lista contendo os 
genes que apresentaram expressão diferencial é lançada no site e este computa todos 
os termos, vias, e funções que esta lista pode estar associada, a partir da análise em 
bancos de dados públicos como KEGG, WikiPathways e GO Biological Process, 
dentre outros. Os termos da lista são ranqueados pelo teste exato de Fisher (p≤0,05), 
e o desvio de posição apresentado por alguns grupos de genes em relação ao 
esperado é considerado como significativo quando a lista é comparada com outra 
gerada randomicamente pelo site (Z score).  
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Análise de processamento diferencial de mRNA  
A comparação entre as isoformas diferenciais obtidas para cada gene e a sequência 
referência ou canônica de cada gene foi realizada com o auxílio do aplicativo 
Integrative Genomics Viewer (IGV_2.3.39) [57], utilizando o banco de dados Ensembl 
(www.ensembl.org) para a obtenção da sequência dos genes referência. 
Síntese de cDNA e PCR quantitativo ou em Tempo-Real (qPCR)  
A quantificação do RNA total extraído previamente de gânglios da raiz dorsal L4 e L5 
foi realizada utilizando-se um espectrômetro de volume ultra baixo (Epoch Microplate 
Spectrometer, BioTek Instruments Inc., USA) e um fluorômetro Qubit®, 
Lifetechnologies, USA). Ao todo, foram usados pares de gânglios L4 e L5 de 6 novos 
animais de cada grupo, DC e C. 
Partindo-se de 400ng de RNA para a síntese de cDNA (via SuperScript® VILO cDNA 
Synthesis Kit, Life Technologies, USA), realizaram-se os experimentos de PCR em 
tempo-real ou PCR quantitativo (qPCR) para a análise de expressão relativa ao index 
de genes endógenos [58] via método 2-ΔΔCt. As reações de qPCR foram realizadas na 
máquina StepOne Plus Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA) usando SYBR 
Green como sinal fluorescente (SYBR Select Master Mix, Applied Biosystems, USA). 
Os oligonucleotídeos utilizados como iniciadores (primers) foram desenhados entre 
exons com ajuda da ferramenta "Pick Primers" disponível no NCBI/Primer-blast em 
parceria com Primer3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e sua 
especificidade validada após comparação com o genoma de referência do rato com 
ferramenta BLAST. Os primers aos genes que são complementares e suas 
sequências estão descritos na tabela 1. Para todas as amostras submetidas à reação 
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de PCR foram realizadas triplicatas técnicas, bem como controles negativos e 
calibradores inter-placas para normalização dos valores de Ct entre placas.  
Tabela 1 Sequência dos primers desenhados pela ferramenta "Pick Primers "disponível no banco de dado 
NCBI utilizados para a reação de qPCR. . 
Referência da  
Sequência  
(NCBI) 
Nome da Sequência Tipo Sequência 5´- 3´ 
NM_199085.2 
Serpinb6 Fw 
Candidato a endógeno 
GAGTCTAGGGTACGTTCTGCTG 
Serpinb6 Rv TCCATGATGGTGAACCTGCCC 
NM_001005761.1 
Mtmr9 (Mtm8)Fw 
Candidato a endógeno 
GTGCATTGACAGGGAAGGTG 
Mtmr9 (Mtm8) Rv GCCACTCTCGCTCTATCAGG 
NM_001270983.1 
Ppp1cc Fw 
Candidato a endógeno 
GAGACCCTCATGTGCTCCTTC 






























Gsg1l Rv CAAGCAGAAGGACCACCCATA 
NM_001277056.1 
Arfgef1 Fw 
Candidato a endógeno 
CAACAGGTTTAAAGCTCACGCA 
Arfgef1 Rv TCCTGTTCAGGTGGTTGTGA 
NM_001013989.1 
G3bp2 Fw 
Candidato a endógeno 
ACCACAAGCGGAGGAGAAAC 






























































Stpg1 RV ACATCGTAATGCCCCGGT 
 
Preparo de proteínas  
As amostras de proteínas usadas para a análise de proteoma foram extraídas de 
acordo com o protocolo sugerido pelo kit RNeasy Micro (Qiagen Inc, USA). Estas 
amostras foram então encubadas com acetona a -20 ̊C por 30 minutos para a 
precipitação e posteriormente lavadas com etanol 100% gelado. A seguir, foram secas 
ao ar livre (temperatura ambiente, por aproximadamente 5 minutos) e depois 
solubilizadas em 100 μL de solução Uréia 8M. As proteínas foram quantificadas por 
fluorimetria utilizando o ensaio Qubit Protein Assay Kit (Life Technologies, USA) no 
fluorômetro Qubit 2.0.  
Para o protocolo de preparação e digestão de amostra em solução recomendado pelo 
LnBio (http://lnbio.cnpem.br/massspectrometry/files/2012/11/Protocolo_digestão-em-
solucao-MAS.pdf) foi utilizado 50μg de proteínas. Brevemente, as proteínas foram 
reduzidas com DTT 5mM por 25 minutos, alquiladas com Iodocetamida 14mM por 30 
minutos e diluídas 1:5 em solução de bicarbonato de amônio 50mM a fim de diminuir 
a concentração de uréia, reduzindo-a para 1.6M. Adicionou-se Carbonato de Cálcio 
1mM à solução (Cálcio é cofator da tripsina), e por fim adicionou-se tripsina 20ng/μL 
na proporção de 1:50 enzima:substrato. As amostras foram incubadas por 16hs à 37 ̊C 
para realização da digestão das proteínas por tripsina. A digestão foi paralisada com 
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Ácido Trifluoroacético a 0,4% e as amostras centrifugadas a temperatura ambiente 
por 10 minutos à 2500g. O sobrenadante foi coletado e a seguir, a mistura de 
peptídeos foi submetida a dessalinização utilizando a coluna de dessalinização Sep 
Pack (C18, Waters, USA) e secas.  
Análise de Proteoma por Espectrometria de Massas   
Orbitrap Velos 
A injeção de amostra e configuração do instrumento foram realizadas no LNBio de 
acordo com os protocolos desenvolvidos no laboratório da professora Dra. Adriana 
Paes Leme e descrito em [59]. Brevemente: 2,2 μg de peptideos de cada amostra 
previamente digeridos foram injetados em um espectrômetro de massas LTQ Orbitrap 
Velos acoplado ao módulo ETD (Thermo Fisher Scientific) por intermédio de um 
instrumento de cromatografia líquida de nanofluxo (LC-MS/MS), conectado ao 
espectrômetro por um sistema EASY-nLC (Proxeon Biosystem) de fonte de ion 
nanoeletrospray Proxeon. O gradiente de solvente foi de 2-90% de acetonitrila em 0,1% 
de ácido fórmico e os peptídeos separados em coluna analítica PicoFrit (20 cm x ID75 
μm, 5 μm particle size, New Objective) em fluxo de 300 nL/min por 194 min. A 
voltagem utilizada para o nanoeletrospray foi 2.2 kV e a temperatura da fonte de ions 
de 275 °C. Todos os métodos do instrumento foram configurados para modo 
dependente de aquisição de dados. O escaneamento total do espectro MS (m/z 
300−1600) foi realizado no Orbitrap Analyser após a acumulação para um valor alvo 
de 1 x 106. A resolução do Orbitrap foi ajustada para r = 60.000 e os 20 peptídeos 
mais intensos com estados de carga ≥2 foram isolados para um valor alvo de 5.000 e 
fragmentados no ion trap linear usando baixa energia CID (energia de colisão 
normalisada de 35%). O sinal limiar para disparar um evento de MS/MS foi ajustado 
para 500 contagens. A exclusão dinâmica foi ativada com exclusão de lista de 500, 
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duração de exclusão de 60 s e uma contagem repetida de 1. Foi usado também 
ativação q=0.25 e tempo = a 10 ms.  
Os arquivos brutos gerados pela detecção dos espectros de massas pelo Orbitrap 
foram submetidos ao banco de dados Mascot, utilizando a ferramenta Mascot Search 
Engine vs. 2.3.02 (Matrix Science, UK). As buscas foram feitas contra banco de dados 
de proteínas de rato RAT_Uniprot_release_07012015 database, com tolerância 
parental de 0,1 Da tolerância de massa de peptídeo de 0,1 Da tolerância parental de 
10,0 PPM (Monoisotopic), modificações fixas de +57 em C (Carbamidomethyl) e um 
sítio de clivagem perdido para tripsina. Como modificações variáveis estipulou-se 
derivados de cisteína de iodocetamida e oxidação de metionina. Os arquivos gerados 
pelo Mascot foram analisados pelo software Scaffold 4 (Scaffold 4.4.3, Proteome 
Software® Inc. USA) para obtenção da quantificação diferencial dos grupos C e DC 
utilizando os seguintes parâmetros de análise: Peptide Threshold: 95% minimum; 
Protein threshold: 99% minimum e 1 peptide minimum; Peptide FDR:0,2% (Decoy); 
Protein FDR:2,2% (Decoy) e GO Annotation Source: NCBI (downloaded 03/05/2015).  
Análise Estatística 
As análises estatísticas e desenho dos gráficos para os experimentos 
comportamentais, de PCR e imunofluorescência foram realizados no programa 
Graphpad Prism, versão 5.0 (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Para os 
experimentos comportamentais, o teste estatístico utilizado foi ANOVA de duas vias 
para medidas repetidas (p< 0,05) e pós-teste de Bonferroni para comparação entre os 
grupos. Para os experimentos de PCR em tempo-real e imunofluorescência, o teste 
estatístico utilizado foi o teste T (p< 0,05) com correção de Welch. Para o experimento 
de Sequencimento de Nova Geração, a expressão diferencial relativa entre os grupos 
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foi calculada como o número de reads mapeados para cada transcrito normalizado 
pelo tamanho do transcrito em kilobases e pelo número total de reads mapeados em 
milhões, um método denominado “fragmentos por kilobase de exon por milhões de 
fragmentos mapeados” (FPKM) [60]. Para a análise de expresssão diferencial de 
isoformas de mRNA entre os grupos, o software Cuffdiff calcula a relação entre cada 
isoforma (FPKM de cada isoforma) e o FKPM total de um dado transcrito primário 
(soma de todas as isoformas do transcrito), posteriormente comparando os valores 
obtidos entre os grupos, por meio da raiz quadrada da divergência de Jensen-
Shannon (sqrt (JS)), [60]. Para o experimento de proteoma, a quantificação diferencial 
dos grupos foi feita avaliando-se corrente de ions totais (total TIC) por teste T (p< 0,05) 





Inducão de Diabetes por multiplas doses de Estreptozotocina e teste 
nociceptivo comportamental 
 
Foram considerados 32 ratos para a análise final, sendo que, destes, 9 pertencem ao 
grupo controle e 23 ao grupo que recebeu múltiplas injeções de Estreptozotocina. Na 
figura 2A é possível observar uma diferença significativa na glicemia plasmática média 
entre os dois grupos “Tratados com Estreptozotocina” e o grupo “Controle” já a partir 
do 3o dia de experimento. A partir deste ponto temporal, o grupo tratado com a droga 
já apresenta glicemia média acima de 250 mg/dL, valor limiar entre a normoglicemia 
e hiperglicemia, enquanto o grupo controle apresenta glicemia plasmática dentro dos 
valores estipulados na literatura como fisiológico para ratos. A diferença estatística 
entre os grupos tratado e controle se mantém em todos os outros dias subsequentes 
do experimento. Verificou-se também diminuição no ganho de peso do grupo 
hiperglicêmico em relação ao grupo controle já a partir do 7o dia (tabela 2), mantendo-
se até o fim do período experimental. Outros comportamentos típicos, como polidipsia, 
polifagia e poliúria também foram observados, porém não foram quantificados. 
A fim de se determinar se o grupo hiperglicêmico apresentaria alterações sensoriais 
indicativas do estabelecimento de neuropatia decorrente da hiperglicemia crônica, foi 
realizado o teste de Vonn Frey, que avalia alterações no limiar sensorial mecânico da 
região ventral da pata traseira. Foi observada queda na razão do limiar de 
sensibilidade mecânica dos ratos hiperglicêmicos já a partir do 7o dia, porém somente 




























Figura 2. (A) Gráfico da concentração glicêmica plasmática pelo tempo, em dias (28). (B) Gráfico da razão 
de Limiar Mecânico pelo tempo, em dias (28). Teste estatístico utilizado para as análises: ANOVA de 
medidas repetidas e Bonferroni de pós-teste (p<0,05). 
Tabela 2. Média e erro padrão do peso (em gramas) apresentado pelos animais (n=8 para cada grupo) ao 
londo do tempo (em dias). 
 Média do peso (gramas) 
Dias 0 7 14 21 28 
Hiperglicêmicos  253,125±5,135 248,500±4,108 253,875±4,857 257,500±6,259 264,375±6,434 
Controles 244,000±7,738 286,875±8,684 328,125±9,763 359,750±9,358 385,625±7,302 
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Marcação por PGP 9.5 para análise da densidade de fibras nervosas  
Apesar da alteração sensorial periférica apresentada pelo grupo hiperglicêmico ser 
um dos sintomas da instalação de neuropatia diabética, ela não prediz se a 
neurodegeneração periférica está em curso. A neurodegeneração é resultante de 
alterações celulares decorrentes de modificações na expressão de genes e proteínas, 
tanto pelo excesso de glicose intracelular quanto para tentar conter os danos 
causados por ela. Com o intuito de confirmar a presença de neurodegeneração, fez-
se a marcação da proteína PGP 9.5 ou Uchl1 (símbolo oficial), uma ubiquitina 
hidrolase de expressão pan-neuronal. A marcação foi realizada por 
imunofluorescência no tecido epitelial da pata traseira do rato, no 28o dia de 
experimento, a fim de se comparar a razão entre a área (µm2) de fibras nervosas -
intraepidermicas e dérmicas superiores em relação a área total (µm2) das regiões 
dérmica superior, junção dérmica-epidérmica e epidérmica (figura 3) para os dois 
grupos (controles e hiperglicêmicos).  
Observou-se uma diferença acentuada na média da razão da área ocupada pelas 
fibras nervosas das regiões dérmica superior e intra-epidérmica em relação área total 
considerada no grupo de animais hiperglicêmicos (0,03167±0,002324) em relação aos 
controles (0,06460±0,006416) (figuras 3C, 3D e 3F), que corresponde a uma diferença 
de 49,02%. A marcação para PGP 9.5 foi específica, como demonstrado nas figuras 
3A e 3B representativas dos controles negativos, ou seja, sem incubação com 
anticorpo primário anti-PGP 9.5. 
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 Figura 3. Painel de Imunofluorescência com marcação para proteína PGP 9.5 do tecido dorsal (pele glabra) da pata traseira 
do rato. Painel superior: Micrografia obtida com objetiva de 20x de tecido de A) animais controles e B) animais 
hiperglicêmicos sem incubação com anticorpo primário para PGP 9.5 (branco). Painel central: Micrografia obtida com 
objetiva de 20x de tecido de C) animais controles e D) animais hiperglicêmicos com incubação com anticorpo primário para 
PGP 9.5. As fibras nervosas coradas em verde aparecem apenas nos cortes incubados com o anticorpo primário. Painel 
Inferior: E) Esquema com as delimitações consideradas para os cálculos de razão das áreas das fibras (exemplos em 
vermelho) em relação à área total considerada (laranja – epiderme e azul, derme superior). F) Gráfico da densidade de fibras 
nervosas obtido após o cálculo da razão entre a área total de epiderme e derme superior em a área total das fibras. N=3 (C) 






Análise da qualidade do RNA total 
A integridade estrutural do RNA é de extrema importância e mandatório para um 
sequenciamento bem-sucedido e confiável. Sendo assim, foi necessário realizar uma 
avaliação mais complexa e robusta da qualidade de RNA total extraído dos gânglios 
L4 e L5 do grupo DC e C. Para tal, utilizamos o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent 
Genomics, USA), o qual realiza uma eletroforese capilar das amostras e baseia-se na 
intensidade da fluorescência dos picos de RNA mensageiro e ribossomais, bem como 
relação das proporções dos picos para gerar um algorítmo de qualidade não 
enviesado denominado RIN (RNA integrity Number). Com base nos valores de RIN, 
determinamos quais as amostras iriam prosseguir para a realização das bibliotecas 
de cDNA e sequenciamento. Obtivemos assim 4 amostras controle e 4 amostras de 
animais hiperglicêmicos e com sensibilidade mecânica com RIN acima de 7, 
pontuação mínima determinada para a realização de técnicas como sequenciamento 
de nova geração. A figura 4 ilustra os resultados gerados pelo software para algumas 
das amostras analisadas, e a tabela 3 os valores de concentração e qualidade obtidos 
























Figura  4. Verificação da qualidade das amostras de RNA total por eletroforese capilar fluorescente  por meio do 
aparelho BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies, USA). A) Padrão de bandas obtido na eletroforese capilar. B) 
Gráficos da  intensidade de fluorescência das moleculas de RNA (FU) para os diferentes tamanhos de RNA em 
três amostras que apresentaram RIN acima de 7. O algoritmo RIN que descreve a qualidade do RNA é calculado 





Tabela 3. Valores de concentração e integridade das 8 amostras de RNA extraído de gânglios da raiz dorsal 
de ratos (L4 e L5) para os diferentes grupos experimentais, controle (C) e animais hiperglicêmicos 
apresentando sensibilidade mecânica (DC). 
Amostra C2 C3 C4  C7 DC3  DC4 DC5  DC7  
Concentração 
(ng/µL) 
176 11,9 77,4 62,8 62,6 57,8 35,4 76,4 
RIN 7.8 8.6 9 7.7 8.1 7.8 8.3 7.6 
As amostras foram enviadas para o laboratório multiusuário de tecnologias de alto 
desempenho na UNICAMP, LaCTAD, para a construção das bibliotecas de cDNA. Os 
perfis das bibliotecas obtidas pelo LaCTAD estão bem característicos para bibliotecas 
oriundas de RNA, com exceção da amostra 9 (DC3), uma amostra proveniente do 
grupo de animais hiperglicêmicos (figura 5 e tabela 4). Geralmente, os picos 
apresentam cerca de 260 pares de base, pois o tamanho médio das bibliotecas é 
próximo a 290pb. É importante ressaltar que a altura dos picos é condizente com a 
quantificação realizada posteriormente à construção da biblioteca (quanto mais alto e 
largo o pico, maior a concentração em ng/µL de biblioteca). Além disso, os valores da 
quantificação obtidos (tabela 4) para cada biblioteca foram suficientes para realização 






















Tabela 4. Valores de concentração (ng/µL) das bibliotecas de cDNA. A amostra DC3 apresentou um valor 
de concentração muito baixo, muito embora suficiente para a realização do sequenciamento 
Biblioteca              C2                          C3                        C4             C7               DC3                    DC4                  DC5                      DC7                     





Figura 5. Verificação da qualidade das bibliotecas de cDNA por eletroforese capilar fluorescente por meio do aparelho 
BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies, USA). A denota o padrão de bandas obtido na eletroforese capilar, próximo ao 
marcador de 300pb. B denota os  gráficos da  intensidade de fluorescência das moleculas de cDNA (FU) para os diferentes 
picos de três das amostras analisadas nas quais o perfil de picos é característico para bibliotecas provenientes de RNA. 
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Sequenciamento de Nova Geração – 1a tentativa 
 
Dados de qualidade do Sequenciamento 
Os dados brutos variaram de 5 a 11 milhões de reads por amostra, apresentando 
média de 6,9 milhões de reads por amostra. Mais de 80% das bases apresentou 
escore de qualidade ≥Q30. Mais de 80% dos dados filtrados se alinharam ao 
transcriptoma de referência do rato, e com isso foi possível mapear a expressão de 
6,4 milhões de reads para o grupo controle (C) e 5,3 milhões de reads para o grupo 
de animais hiperglicêmicos com sensibilidade mecânica (DC) (tabela 5). Esses reads 
mapeados distribuiram-se em 20244 transcritos para o grupo C e 19835 transcritos 
para o grupo DC. 
Tabela 5. Quantidade de reads totais e mapeados obtidos para o grupo controle (C) e hiperglicêmico após 
a análise de dados de Sequenciamento de Nova Geração. Valores em milhões (M). 
Grupos Controle (C) Hiperglicêmicos (DC) 








 8,3 ±2,2 6,4±1,5 6,5±2,6 5,3±2,5 
 
Genes diferencialmente expressos e categorização por função  
Uma vez que o experimento foi projetado para capturar as primeiras mudanças no 
perfil de expressão gênica dos animais hiperglicêmicos, portanto uma recente 
alteração na sensibilidade mecânica periférica, era esperado que o perfil de expressão 
entre os grupos DC e C apresentasse apenas diferenças sutis, como apresentado no 
gráfico da figura 6 da dispersão gênica dos dois grupos. De fato, entre 
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aproximadamente 20 mil genes, apenas 66 apresentaram diferenças de expressão 
significativas, 43 de expressão reduzida e 23 hiper-expressos no grupo DC (tabela 6). 
Um total de 8 transcritos diferencialmente expressos foram mapeados em regiões 
gênicas que não estão associadas a nenhum gene conhecido, indicando a 
possibilidade de novos genes, ainda desconhecidos, participarem do processo de 




















Figura 6. Gráfico de dispersão dos genes mapeados para os grupos DC e C. Quanto mais próximos à linha 
diagonal tracejada, maior a similaridade de expressão de um gene entre os grupos experimentais. É 
possível observar a similaridade de perfil para os grupos pelo grande número de genes que apresentam-






Tabela 6. Total de 66 genes que apresentaram expressão diferencial após a anáilse pelos softwares Cufflinks e Cuffdiff. A condição de expressão (hiper-expressos 
ou expressão reduzida) é relativa ao grupo DC (DC:n=3; C:n=4). 
Gene Fold Change P Value Q Value Official Gene Name (NCBI) 
Hiper-expressos em DC 
Unknown 2,447 5e-05 0,015 Unknown 
Unknown 2,260 5e-05 0,015 Unknown 
Unknown 2,034 5e-05 0,015 Unknown 
Paqr9 2,012 5e-05 0,015 Progestin And AdipoQ Receptor Family Member IX 
Aox1 2,008 5e-05 0,015 Aldehyde Oxidase 1 
Igf2 1,959 5e-05 0,015 Insulin-Like Growth Factor 2 
Mfap4 1,958 5e-05 0,015 Microfibrillar-Associated Protein 4 
Aldh1a2 1,934 0,00015 0,037 Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Member A2 
Chrna6 1,755 5e-05 0,015 Cholinergic Receptor, Nicotinic, Alpha 6 (Neuronal) 
Gnb4 1,738 5e-05 0,015 Guanine Nucleotide Binding Protein (G Protein), Beta Polypeptide 4 
Chrne 1,736 5e-05 0,015 Cholinergic Receptor, Nicotinic, Epsilon (Muscle) 
Gsg1l 1,606 0,0002 0,043 GSG1-Like 
Fmod 1,605 0,0001 0,027 Fibromodulin 
Col8a1 1,595 5e-05 0,015 Collagen, Type VIII, Alpha 1 
Nov 1,560 5e-05 0,015 Nephroblastoma Overexpressed 
Rtn4rl2 1,524 5e-05 0,015 Reticulon 4 Receptor-Like 2 
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Znf771 1,520 0,0002 0,043 Zinc Finger Protein 771 
Sostdc1 1,505 5e-05 0,015 Sclerostin Domain Containing 1 
LOC100361389 1,480 5e-05 0,015 Family With Sequence Similarity 171, Member A2 
Mif 1,479 5e-05 0,015 Macrophage Migration Inhibitory Factor (Glycosylation-Inhibiting Factor) 
Rnf208 1,430 0,00015 0,037 Ring Finger Protein 208 
Diras1 1,399 5e-05 0,015 DIRAS Family, GTP-Binding RAS-Like 1 
Expressão Reduzida em DC 
Lrrc49 0,766 0,0002 0,043 Leucine Rich Repeat Containing 49 
Asam 0,761 0,00015 0,037 CXADR-Like Membrane Protein 
Rps14 0,751 0,0001 0,027 Ribosomal Protein S14 
Pmepa1 0,753 0,00015 0,037 Prostate Transmembrane Protein, Androgen Induced 1 
Fgl2 0,736 5e-05 0,015 Fibrinogen-Like 2 
Calb2 0,731 0,00015 0,037 Calbindin 2 
Il33 0,701 5e-05 0,015 Interleukin 33 
Nfkbia 0,698 0,0002 0,043 Nuclear Factor Of Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer In B-Cells Inhibitor, Alpha 
Unknown 0,691 5e-05 0,015 Unknown 
Fkbp5 0,688 5e-05 0,0152606 FK506 Binding Protein 5 
Capg 0,683 0,0002 0,043 Capping Protein (Actin Filament), Gelsolin-Like 
Cd93 0,635 0,0001 0,027 CD93 Molecule 
Lypd1 0,626 5e-05 0,0152606 Ly6/Plaur Domain Containing 1 
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Acta1 0,598 5e-05 0,015 Actin, Alpha 1, Skeletal Muscle 
Pdk4 0,595 5e-05 0,015 Pyruvate Dehydrogenase Kinase, Isozyme 4 
Sult1a1 0,591 5e-05 0,015 Sulfotransferase Family, Cytosolic, 1A, Phenol-Preferring, Member 1 
Ccdc112 0,591 5e-05 0,015 Coiled-Coil Domain Containing 112 
Zbtb16 0,588 5e-05 0,015 Zinc Finger And BTB Domain Containing 16 
Fmo2 0,543 0,0001 0,027 Flavin Containing Monooxygenase 2 
Cytl1 0,540 0,0002 0,043 Cytokine Like 1 
Cd163 0,475 0,0002 0,043 CD163 Molecule 
Rpl17 0,424 5e-05 0,015 Ribosomal Protein L17 
Hbb 0,402 5e-05 0,015 Hemoglobin, Beta 
Zfp9 0,379 5e-05 0,015 Zinc Finger Protein 9 
Postn 0,369239807 5e-05 0,015 Periostin, Osteoblast Specific Factor 
Foxn3 0,364 0,00015 0,037 Forkhead Box N3 
Hba-a2 0,345 5e-05 0,015 Hba1 Hemoglobin, Alpha 1 
Hba2 0,341 5e-05 0,015 Hemoglobin, Alpha 2 
LOC497940 0,314 0,0002 0,043 Similar To RIKEN Cdna 2810408A11 
LOC689064 0,313 5e-05 0,015 Beta-Globin 
Ngp 0,262 5e-05 0,015 Neutrophilic Granule Protein 
S100a8 0,258 5e-05 0,015 S100 Calcium Binding Protein A8 
S100a9 0,232 5e-05 0,015 S100 Calcium Binding Protein A9 
 51 
 
Ckm 0,229 5e-05 0,015 Creatine Kinase, Muscle 
Np4 0,203 5e-05 0,015 Defensin NP-4 Precursor 
Mmp8 0,187 5e-05 0,015 Matrix Metallopeptidase 8 
Cdc73 0,182 5e-05 0,015 Cell Division Cycle 73 
Myh2 0,172 5e-05 0,015 Myosin, Heavy Chain 2, Skeletal Muscle, Adult 
rno-mir-568 0,148 5e-05 0,015 Microrna Mir-568 
Tnnt3 0,126 5e-05 0,015 Troponin T Type 3 
Unknown  5e-05 0,015 Unknown 
Unknown  5e-05 0,015 Unknown 
Unknown  5e-05 0,015 Unknown 




A análise enriquecida de função molecular realizada pelo Enrichr Tool, baseada na 
biblioteca do Gene Ontology (tabela 7), retornou seis alterações significativas 
baseadas nas listas de genes diferencialmente expressos: Acetylcholine Receptor 
Activity, Extracellular Ligand-Gated Ion Channel, Ligand-Gated Ion Channel Activity, 
Acetylcholine Binding, Nicotinic Acetylcholine-Activated Cation-Selective Channel 
Activity, WW Domain Binding, Insulin-Like Growth Factor Receptor Binding, Insulin-
Like Growth Factor Receptor Binding, Scavenger Receptor Activity. A maioria dos 
genes diferencialmente expressos da lista não foram agrupados em vias metabólicas 
coincidentes durante a análise de enriquecimento. 
Tabela 7. Análise enriquecida da função molecular realizada pelo software Enrichr baseada na lista de 
genes diferencialmente expressos entre os grupos C e DC. 
Molecular Function/Enriched Terms P-value Z-score Genes 
acetylcholine receptor activity (GO:0015464) 0.002 -27.34 Chrna6; 
Chrne 
extracellular ligand-gated ion channel activity (GO:0005230) 0.003 -23.11 Chrna6; 
Chrne 
ligand-gated ion channel activity (GO:0015276) 0.015 -18.12 Chrna6; 
Chrne 
acetylcholine binding (GO:0042166) 0.002 -2.81 Chrna6; 
Chrne 
nicotinic acetylcholine-activated cation-selective channel activity 
(GO:0004889) 
9,30E+11 -2.21 Chrna6; 
Chrne 
WW domain binding (GO:0050699) 0.038 -1.09 Pmepa1 











Sequenciamento de Nova Geração – 2a tentativa 
Dados de qualidade do Sequenciamento 
Para este segundo sequenciamento, foi necessário substituir uma das amostras DC 
que havia sido comprometida durante a síntese da biblioteca de DNA para a realização 
da primeira corrida de sequenciamento. Dessa forma, era esperado que os resultados 
do novo sequenciamento apresentassem algumas diferenças nos resultados devido a 
variabilidade intrínseca de cada amostra. Porém, a amostra nova DC apresentrou um 
padrão de expressão gênica muito distinto de todas as outras amostras. A extração 
de RNA e a síntese da biblioteca de cDNA desta amostra foram realizadas à parte das 
outras, em outro momento, o que deve ter contribuido para essa diferença de perfil 
observada. Assim, excluímos esta amostra e uma amostra do grupo controle com alto 
desvio de expressão das análises comparativas, restando então, para a análise, 3 
amostras de cada grupo. 
Os dados brutos variaram de 15 a 20 milhões de pares complementares de reads por 
amostra, apresentando media de 16,7 milhões de pares de reads por amostra (tabela 
8). Mais de 77% das bases apresentou score de qualidade ≥Q30 e mais de 80% dos 
dados filtrados se alinharam ao transcriptoma de referência do rato, gerando a 
identificação da expressão de 16.803 transcritos para o grupo controle (C) e 16.558 
transcritos para o grupo de animais diabéticos que apresentaram sensibilidade 





Tabela 8. Quantidade de reads totais e mapeados obtidos para o grupo controle (C) e hiperglicêmico após 
a análise de dados de Sequenciamento de Nova Geração. Valores em milhões (M). 
Grupos Controle (C) Hiperglicêmicos (DC) 




Reads totais (brutos) 
(M) 
Reads mapeados (M) 
 17,7 ±2,4 11,7±1,5 16,1±0,7 10,7 ±0,6 
 
Genes diferencialmente expressos e categorização por função  
 
Neste segundo sequenciamento, o perfil de expressão entre os grupos DC e C 
apresentou, novamente, apenas diferenças sutis (figura 7). Não obstante, 56 genes 
apresentaram diferença de expressão, sendo 45 com expressão diminuida e 11 com 
expressão aumentada no grupo DC em comparação ao grupo C (tabela 9). Um total 
de 10 transcritos com expressão diferencial foram mapeados para regiões genômicas 



















Figura 7. Gráfico Scatterplot de dispersão gênica obtido para os grupos C e DC após a análise de diferença de 
expressão dos transcritos mapeados obtidos pela técnica de Sequenciamento de Nova Geração realizada pela 
segunda vez. Por este gráfico é possível perceber que a maior parte dos genes identificados apresentaram o 







Tabela 9. Total de 56 genes que apresentaram expressão diferencial após a anáilse pelos softwares Cufflinks e Cuffdiff. O status de expressão (hiper-expressos ou 
expressão reduzida) é relativo ao grupo DC (DC:n=3; C:n=3). Os genes em negrito são coincidentes em relação ao primeiro sequenciamento. 
 
Gene P valuea Q valueb Fold 
Change 
Official Gene Name (NCBI) 
Hiper-expressos em DC 
Stpg1 5,00E-05 1,57E-02 12,120 Sperm-tail PG-rich repeat containing 1 
Unknown 5,00E-05 1,57E-02 3,771 Unknown 
Unknown 1,00E-04 2,80E-02 2,269 Unknown 
Col6a5 5,00E-05 1,57E-02 2,233 Collagen, type VI, alpha 5 
Smoc1 5,00E-05 1,57E-02 2,181 SPARC related modular calcium binding 1 
RGD1565183 5,00E-05 1,57E-02 2,158 Similar to ribosomal protein L28 
Unknown 5,00E-05 1,57E-02 2,084 Unknown 
Stc1 1,50E-04 3,74E-02 2,038 Stanniocalcin 1 
LOC100910996 5,00E-05 1,57E-02 1,975 uncharacterized LOC100910996 
Chrna6 5,00E-05 1,57E-02 1,936 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 6 




Igf2 5,00E-05 1,57E-02 1,693 Insulin-like growth factor 2 
Col8a1 5,00E-05 1,57E-02 1,576 Collagen, type VIII, alpha 1 
ENSRNOG00000026917 5,00E-05 1,57E-02 1,484 Known processed pseudogene 
Unknown 2,00E-04 4,76E-02 1,381 Unknown 
Expressão Reduzida em DC 
Sgk1 1,00E-04 2,80E-02 0,709 Serum/glucocorticoid regulated kinase 1 
Tmem176a 5,00E-05 1,57E-02 0,704 Transmembrane protein 176A 
Igfbp6 5,00E-05 1,57E-02 0,690 Insulin-like growth factor binding protein 6p 
Nfkbia 1,50E-04 3,74E-02 0,677 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha 
Egr2 2,00E-04 4,76E-02 0,669 Early growth response 2 
Fkbp5 5,00E-05 1,57E-02 0,664 FK506 binding protein 5 
Lyz2 5,00E-05 1,57E-02 0,658 Lysozyme 2 
C1qc 1,50E-04 3,74E-02 0,655 Complement component 1, q subcomponent, C chain 




Csrp2 5,00E-05 1,57E-02 0,637 Cysteine and glycine-rich protein 2 
Myl9 5,00E-05 1,57E-02 0,627 Myosin, light chain 9, regulatory 
Sult1a1 1,00E-04 2,80E-02 0,622 Sulfotransferase family 1A member 1 
Gsta6 5,00E-05 1,57E-02 0,598 Similar to Glutathione S-transferase A1 (GTH1) (HA subunit 1) (GST-epsilon) (GSTA1-1) (GST class-
alpha) 
Zbtb16 5,00E-05 1,57E-02 0,588 Zinc finger and BTB domain containing 16 
Capg 5,00E-05 1,57E-02 0,582 Capping protein (actin filament), gelsolin-like 
Zfp36 5,00E-05 1,57E-02 0,573 Zinc finger protein 36 
Mt2A 5,00E-05 1,57E-02 0,542 Metallothionein 2A 
Penk 5,00E-05 1,57E-02 0,534 Proenkephalin 
Unknown 1,50E-04 3,74E-02 0,501 Unknown 
Otop1 1,50E-04 3,74E-02 0,499 Otopetrin 1 
Fmo2 5,00E-05 1,57E-02 0,482 Flavin containing monooxygenase 2 
Acta1 5,00E-05 1,57E-02 0,433 Actin, alpha 1, skeletal muscle 




Hbb 5,00E-05 1,57E-02 0,370 Hemoglobin, beta 
Hba1 5,00E-05 1,57E-02 0,368 Hemoglobin, alpha 1 
ENSRNOG00000031230 5,00E-05 1,57E-02 0,352 Hemoglobin subunit beta-2 
Rprml 1,00E-04 2,80E-02 0,343 Reprimo-like 
Mmp8 2,00E-04 4,76E-02 0,336 Matrix metallopeptidase 8 
Hbb-b1 5,00E-05 1,57E-02 0,330 Hemoglobin, beta adult major chain 
Cnn1 1,50E-04 3,74E-02 0,320 Calponin 1, basic, smooth muscle 
Unknown 5,00E-05 1,57E-02 0,319 Unknown 
H4-v.1 5,00E-05 1,57E-02 0,318 Histone H4 variant H4-v.1 
Igkc 5,00E-05 1,57E-02 0,313 Immunoglobulin kappa constant region 
Robo-1 1,00E-04 2,80E-02 0,309 Roundabout guidance receptor 1 
S100a8 5,00E-05 1,57E-02 0,302 S100 calcium binding protein A8 
Camp 5,00E-05 1,57E-02 0,276 Cathelicidin antimicrobial peptide 




LOC287167 5,00E-05 1,57E-02 0,250 Hemoglobin alpha, adult chain 1 
S100a9 5,00E-05 1,57E-02 0,249 S100 calcium binding protein A9 
ENSRNOG00000048687 5,00E-05 1,57E-02 0,247 Novel predicted mirna 
BC024978 5,00E-05 1,57E-02 0,239 cDNA sequence BC024978 
Lgals5 5,00E-05 1,57E-02 0,235 Lectin, galactose binding, soluble 5 
Unknown 5,00E-05 1,57E-02 0,219 Unknown 
Defa5 5,00E-05 1,57E-02 0,210 Defensin alpha 5 
Actg2 5,00E-05 1,57E-02 0,203 Actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 
Unknown 5,00E-05 1,57E-02 0,198 Unknown 
Tnnt3 5,00E-05 1,57E-02 0,164 Troponin T type 3 (skeletal, fast) 
Ckm 5,00E-05 1,57E-02 0,118 Creatine kinase, muscle 
Myl1 5,00E-05 1,57E-02 0,117 Myosin, light chain 1 
Unknown 5,00E-05 1,57E-02 0,061 Unknown 





A análise de enriquecimento de vias realizada pelo Enrichr 
(http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr) não agrupou os genes diferencialmente 
expressos em vias coincidentes.  
Assim, realizamos a análise funcional dos genes por meio da interpretação de 
informações disponíveis em artigos indexados e presentes em bancos de acesso 
como PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).  
De acordo com a descrição obtida para os genes em suas páginas específicas 
localizadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), entre os 56 genes 
diferencialmente expressos, dois (BC024978 e Rprml) ainda não possuem descrição 
da função de suas proteínas, um (ENSRNOG00000026917) é um pseudogene, um 
(ENSRNOG00000048687) é um novo miRNA predito, um (RGD1565183) codifica 
para uma proteína similar a  proteína ribosomal L28, um (Fmo2) codifica para uma 
proteína truncada não-funcional, um (Lgals5) codifica para uma proteína relacionada 
a maturação eritrocitária, um (Col6a5) codifica para um componente de matriz 
extracelular de peri e endoneuro, um (1500009L16Rik) aumenta a sinalização de 
insulina, sete (Acta1, Actg2, Myl9, Myl1, Capg, Pdk4 e Tnnt3) codificam para 
componentes do citoesqueleto e transporte axonal, cinco (ENSRNOG00000031230, 
Hbb-b1, Hbb, LOC287167 e Hba1) codificam subtipos de hemoglobina, cinco (Defa5, 
Camp, Ngp, Igkc, Tmem176a) codificam para proteínas associadas a resposta imune, 
três (Gsta6, Mt2A e Fkbp5) codificam para proteínas antioxidantes/estresse oxidativo, 
sete (Ckm, Igf2, Robo-1, Col8a1, Cytl1, Nfkbia e Igfbp6) participam na ativação ou 
inibição da proliferação e brotamento de neuritos. Igf2, Cnn1 e C1qc codificam 
proteínas envolvidas em plasticidade sináptica. Cinco genes (Zbtb16, Zfp36, S100a8, 




S100a9 codificam proteínas que são reguladas por sinalização de cálcio (assim como 
as proteínas dos genes Stc1 e Smoc1), e também estão envolvidas em vias 
inflamatórias, assim como Otop1, H4-v.1, Csrp2, Lyz2 e Mmp8. As proteínas 
codificadas por Lyz2 e Penk também estão envolvidas em vias de analgesia. Dois 
genes são induzidos por insulina (Sgk1 e Sult1a1). Destes dois, Sgk1 também 
participa da regulação da mielinização, assim como o Egr2. Por fim, Gsgl1, Chrna6 
codificam para proteinas que modulam ou são componentes dos receptores 
ionotrópicos AMPA e receptor Nicotínico, respectivamente.   
Com a análise funcional baseada em informações extraídas de artigos científicos 
(figura 8) foi possível organizar os genes diferencialmente expressos nas seguintes 
categorias: inflamação (16%), hiperalgesia ou analgesia (12%), proliferação celular 
(11%), apoptosis/sobrevivência celular (8%), citoesqueleto (7%), proteínas do sangue 
(7%), regulação do sistema imune (5%), sinalização por cálcio (5%), brotamento de 
neuritos (4%), estresse oxidativo/ antioxidante (4%), aterosclerose (4%), 
deferenciação neuronal (3%), mielinização (3%), metabolismo de glicose (1%), 
maturação eritrocitária (1%), sinapse (1%) e degeneração (1%). Genes sem função 
conhecida são 3% dos genes diferencialmente expressos. Pseudogenes, genes não 







Figura 8. Categorização dos genes de acordo com a sua função ou a função de suas proteínas após compilação de informações 




Análise de processamento diferencial de mRNA 
 
Para o segundo sequenciamento também realizamos a análise de diferença das 
isoformas de mRNA para um mesmo gene expressas entre os grupos C e DC. Os 
valores são computados como uma medida da raiz quadrada da divergência de 
Jensen-Shannon (sqrt (JS)) e traduzem a seguinte relação: para cada transcrito 
primário e todas as suas isoformas variantes (ou seja, expressão total do gene), mede-
se quantitativamente a expressão individual de cada variante e compara-se, entre os 
grupos (C e DC neste caso) se, e quais variantes apresentam diferença de expressão. 
Ao todo, 57 genes apresentaram expressão diferencial de suas isoformas entre os 
grupos DC e C (tabela 10). Um total de 4 transcritos com expressão diferencial de 
isoformas foram mapeados para regiões genômicas não associadas com nenhum 




Tabela 10. Total de 57 genes que apresentaram expressão diferencial de suas isoformas após a anáilse pelos softwares Cufflinks e Cuffdiff. (DC:n=3; C:n=3). 
Gene P valuea Q valueb Sqrt(JS) Official Gene Name (NCBI) 
Faap100 5,00E-05 0.00727949 0.62661 Fanconi anemia core complex associated protein 100 
Chodl 5,00E-05 0.00727949 0.41383 Chondrolectin 
Rwdd2b 5,00E-05 0.00727949 0.290929 RWD domain containing 2B 
Shank1 5,00E-05 0.00727949 0.362953 SH3 and multiple ankyrin repeat domains 1 
Pih1d1 5,00E-05 0.00727949 0.417066 PIH1 domain containing 1 
Akap17a 0.0001 0.0129045 0.223676 A-kinase anchoring protein 17A 
Pld5 0.0004 0.0398456 0.383863 Phospholipase D family, member 5 
Cdkl2 5,00E-05 0.00727949 0.503003 Cyclin dependent kinase like 2 
Apbb2 5,00E-05 0.00727949 0.225557 Amyloid beta precursor protein binding family B member 2 
Erlin2 5,00E-05 0.00727949 0.48361 ER lipid raft associated 2 
Unknown 5,00E-05 0.00727949 0.344722 Unknown 
MGC116121 5,00E-05 0.00727949 0.211328 Similar to RIKEN cDNA 2700062C07 




Tmem161b 5,00E-05 0.00727949 0.284216 Transmembrane protein 161B 
Mtfr1 5,00E-05 0.00727949 0.312817 Mitochondrial fission regulator 1  
Lix1l 5,00E-05 0.00727949 0.206608 Lix1-like 
Fam105a 5,00E-05 0.00727949 0.382397 Family with sequence similarity 105 member A 
Atat1 5,00E-05 0.00727949 0.232009 Alpha tubulin acetyltransferase 1 
Ttpal 5,00E-05 0.00727949 0.390489 Tocopherol (alpha) transfer protein-like 
Pkig 5,00E-05 0.00727949 0.352189 Protein kinase (cAMP-dependent, catalytic) inhibitor gamma 
Ndor1 5,00E-05 0.00727949 0.711239 NADPH dependent diflavin oxidoreductase 1  
ENSRNOG00000004787 5,00E-05 0.00727949 0.550704 Unknown 
Pigu 0.0002 0.0218385 0.423538 Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class U 
Ptprt 5,00E-05 0.00727949 0.382523 Protein tyrosine phosphatase, receptor type T 
Vopp1 5,00E-05 0.00727949 0.232913 Vesicular, overexpressed in cancer, prosurvival protein 1 
Ppm1k 5,00E-05 0.00727949 0.266398 Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1K 




Bms1 5,00E-05 0.00727949 0.165571 BMS1, ribosome biogenesis factor 
 
Tram1 0.00015 0.0189267 0.392089 Translocation associated membrane protein 1 
Inpp5b 0.0001 0.0129045 0.191773 Inositol polyphosphate-5-phosphatase B  
Eif4g3 0.0002 0.0218385 0.262601 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3 
Errfi1 0.00025 0.026287 0.441692 ERBB receptor feedback inhibitor 1 
Rnf38 0.0002 0.0218385 0.305006 Ring finger protein 38 
Unknown 5,00E-05 0.00727949 0.384448 Unknown 
Rin3 5,00E-05 0.00727949 0.215962 Ras and Rab interactor 3 
Prepl 5,00E-05 0.00727949 0.181844 Prolyl endopeptidase-like 
Ifrd1 0.0002 0.0218385 0.217465 Interferon related developmental regulator 1 
Sptlc2 5,00E-05 0.00727949 0.171308 Serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2 
Unknown 0.0001 0.0129045 0.819476 Unknown 
Utp23 5,00E-05 0.00727949 0.17589 UTP23, small subunit processome component 




Taf2 0.00035 0.0354875 0.366246 TATA-box binding protein associated factor 2 
Tmem65 0.0002 0.0218385 0.211645 Transmembrane protein 65 
Puf60 0.0005 0.0489483 0.279574 Poly(U) binding splicing factor 60KDa 
Npat 5,00E-05 0.00727949 0.363738 Nuclear protein, co-activator of histone transcription 
Mon1a 0.00035 0.0354875 0.367624 MON1 homolog A, secretory traffciking associated 
Unknown 5,00E-05 0.00727949 0.333853 Unknown 
Sik2 5,00E-05 0.00727949 0.328627 Salt inducible kinase 2 
Vwc2l 0.0002 0.0218385 0.367463 Von Willebrand factor C domain-containing protein 2-like 
Fundc1 0.0002 0.0218385 0.429993 FUN14 domain containing 1 
Tro 0.00025 0.026287 0.552039 Trophinin 
Dmd 5,00E-05 0.00727949 0.272625 Dystrophin, muscular dystrophy 
Trim3 5,00E-05 0.00727949 0.24933 Tripartite motif containing 3 
Ranbp17 0.0001 0.0129045 0.367445 RAN binding protein 17 




Fmnl1 5,00E-05 0.00727949 0.41383 Formin like 1 
Tanc2 5,00E-05 0.00727949 0.290929 Tetratricopeptide repeat, ankyrin repeat and coiled-coil containing 2 




De acordo com a descrição obtida para os genes em suas páginas específicas 
localizadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), entre os 53 genes cujas 
isoformas apresentaram diferença de expressão entre os grupos, três 
(ENSRNOG00000004787, MGC116121, Ttpal) ainda não possuem descrição da 
função de sua proteína, três (Tmem161b, Tmem43, Tmem65) codificam para 
proteínas transmembranas, um (Faap100) codifica para uma proteína associada ao 
reparo de DNA e à anemia Fanconi,  um (Chodl) codifica para uma proteína de 
membrana envolvida na endocitose de glicoproteínas, um (Rwdd2b) codifica para uma 
proteína de expressão neural associada a monossomia do cromossomo 21 em 
humanos, um (Shank1) codifica para uma proteína ancoradora de receptores pós-
sinápticos, um (Pih1d1) codifica para uma proteína relacionada a sobrevivência celular, 
dois (Akap17a, Puf60) codificam para membros do complexo de spliceossomo, um 
(Pld5) codifica para uma fosfolipase inativa, um (Cdkl2) codifica para uma proteína 
quinase, três (Apbb2, Erlin2, Kndc1) codificam para proteínas associadas a Doença 
de Alzheimer, dois (Mtfr1, Fundc1) codificam para proteínas associadas ao controle 
de qualidade da mitocôndria, três (Ppm1k, Ptprt, Inpp5b) codificam para fosfatases, 
sendo uma mitocondrial, um (Lix1l) codifica para uma proteína associada à regulação 
da transcrição e desenvolvimento, um (Fam105a) é regulado pela secreção de 
insulina, um (Atat1) codifica para uma acetiltransferase, um (Pkig) codifica para um 
inibidor de quinase associado à diferenciação celular, um (Ndor1) codifica para uma 
oxirredutase, um (Pigu) codifica para uma proteína envolvida com controle de divisão 
celular, um (Bms1) codifica para uma proteína de montagem do complexo ribossomal, 
um (Eif4g3) codifica uma proteína de transporte de mRNA para o ribossomo, um 
(Errfi1) codifica para uma proteína expressa durante estresse celular, dois (Rnf38 e 




nucleotideo guanina, um (Prepl) codifica para uma proteína similar a uma prolina 
endopeptidase, um (Ifrd1) codifica para uma proteína associada a neurogênese, um 
(Sptlc2) codifica para uma transferase, um (Utp23) codifica para uma proteína 
associada ao processamento de rRNA, um (Nup107) codifica para uma proteína 
componente de poro nuclear, um (Taf2), codifica para um peptídeo associado ao 
complexo iniciador da transcrição, um (Npat) codifica para uma proteína ativadora da 
transcrição de histonas, um (Mon1a) codifica para uma proteína associada ao tráfego 
anterógrado celular, um (Sik2) codifica para uma proteína associada a formação do 
fuso mitótico, um (Vwc2l) codifica para uma proteína de expressão neuronal e 
associada a matriz, um (Tro) codifica uma trofinina, um (Dmd) codifica para a proteína 
distrofina, associada à degeneração muscular, um (Ranbp17) codifica para uma 
proteína membro da família de importinas associadas ao reconhecimento do sinal 
localizador nuclear e transporte de mRNAs, um (Gas7) codifica para uma proteína de 
expressão neuronal associada a inibição de crescimento celular, um (Fmnl1) codifica 
para uma proteína associada a crescimento e polarização celular, um (Tanc2) codifica 
para uma anquirina e, por fim, Zfp496, um gene que codifica para um fator de 
transcrição com motivo Zinc Finger. 
Foram selecionados 9 genes para observação mais detalhada das isoformas que 
apresentaram diferença de expressão (figura 9). São eles: Shank1, Apbb2, Erlin2, 
Kndc1, Mtfr1, Fundc1, Fam105a, Eif4g3 e Ifrd1. A etiqueta de identificação das 
isoformas foi realizada pelo próprio software Cuffdiff (TCONS_ seguida de um número) 
e não são referentes as variantes já identificadas e anotadas para os genes nos 




Para o gene Shank1, a isoforma TCONS_00001659 mostrou-se expressa apenas no 
grupo controle. Essa isoforma, que não está descrita ou prevista nos bancos de dados 
do NCBi e Ensembl, é mais curta do que a sequência canônica, apresentando 11 
exons ao invés de 25; há evento de processamento alternativo, já que seu primeiro 
exon está localizado na região intrônica entre os exons 15 e 16 e o último exon dessa 
isoforma é maior do que o da sequência canônica (ENSRNOG00000019207), 
apresentando 975 bases da região intergênica compondo sua região 3’UTR. 
Já para o gene Apbb2, não existem variantes de processamento descritas para o gene 
de rato nos bancos de dados NCBI e Ensembl. A isoforma com expressão diferencial 
detectada no sequenciamento, denominada TCONS_00023241, está apenas 
expressa no grupo hiperglicêmico. Esta isoforma é a única que coincide com a 
sequência canônica (ENSRNOG00000025509) descrita nos bancos de dados.  
A isoforma diferencialmente expressa para o gene Erlin2 é a TCONS_00029916, uma 
isoforma cujo inicio da transcrição se dá 44 pares de base upstream e o final da 
transcrição (último exon) se dá 908 pares de base downstream em relação à 
sequência referência (ENSRNOG00000013763). Esta isoforma está mais expressa 
no grupo controle em relação ao hiperglicêmico. 
O gene Kndc1 apresentou a isoforma TCONS_00003500 diferencialmente expressa 
entre os grupos C e DC, apresentando expressão apenas no grupo DC. Esta isoforma 
é mais longa do que a sequência referência, apresentando início da transcrição 363 





A isoforma TCONS_00037587, do gene Mtfr1, está mais expressa no grupo DC em 
relação ao grupo C. Esta isoforma é mais longa do que a sequência referência 
(ENSRNOG00000021359), apresentando um exon a mais, ~14 mil bases upstream 
ao primeiro exon da sequência referência e um exon final mais longo, portando 1698 
bases a mais do que o descrito para a sequência referência.  
Para o gene Fundc1, a isoforma denominada TCONS_00076228 é a que apresenta 
diferença de expressão entre os grupos C e DC, mostrando-se expressa apenas no 
grupo DC. Esta isoforma apresenta 54 bases a mais na região do exon 1 em relação 
a sequencia referência (ENSRNOG00000003470). Além disso, nesta isoforma o 
último exon está transformado em dois exons, um de 945 pares de bases e outro de 
256 pares de bases em relação à porção final do exon final da sequência referência. 
Uma região de 249 pares de bases do exon 5 foi transformada em região intrônica, e 
está situada entre os dois últimos exons que compõe a isoforma TCONS_00076228. 
A isoforma TCONS_00040074, do gene Fam105a, mais expressa no grupo DC em 
relação ao C, apresenta o exon 6, ou o penúltimo exon, mais curto, ou seja, sua 
transcrição inicia-se 27 bases depois do que o exon 7 da sequência referência 
(ENSRNOG00000012109).  
Para o gene Eif4g3, a isoforma TCONS_00056799 é a que mostra diferença de 
expressão entre os grupos, sendo mais expressa no grupo DC. Em relação à 
sequência referência anotada para este gene (ENSRNOG00000014368), a isoforma 
citada não é composta pelos dois primeiros exons e, em contrapartida, apresenta um 
exon inicial alternativo, de 16 pares de bases. Além disso, esta isoforma possui o exon 
20 menor (ou 22 na sequência referência), portando 60 pares de base ao invés de 




Por fim, para o gene Ifrd1, a isoforma que apresenta diferença de expressão é a 
TCONS_00062458, mostrando-se mais expressa no grupo DC. Essa isoforma difere 
da sequência referência anotada para esse gene (ENSRNOG00000050997) por não 






Figura 9. Gráfico da expressão diferencial das isoformas identificadas por RNA-seq (FPKM) dos genes A) Eif4g3, 
B) Fam105a, C) Shank1 e D) Ifrd1. Os gráficos em cor marrom representam o grupo DC e os gráficos em azul 





Continuação da figura 9. Gráfico da expressão diferencial das isoformas identificadas por RNA-seq 
(FPKM) dos genes D) Erlin2, E) Apbb2, F) Fundc1, G) Mtfr1 e H) Kndc1. Os gráficos em cor marrom 




Validação des genes diferencialmente expressos por qPCR  
Seleção dos controles endógenos 
 
De acordo com Vandesompele e colaboradores, em um estudo publicado em 2002 
[58] para todo gene é necessário avaliar sua estabilidade em um dado tecido antes de 
utilizá-lo para a normalização dos resultados de expressão, dada a variação de 
expressão interindividual dos genes. Portanto, visto que existe variação de expressão 
de um dado controle endógeno em uma população de estudo, a possibilidade de se 
usar mais de um gene como controle interno traria maior robustez e confiabilidade à 
normalização dos dados de expressão. Assim, o grupo de Vandesompele criou um 
algoritmo capaz não somente de avaliar o coeficiente de variação de expressão de 
genes, como também um algoritmo capaz de selecionar os melhores controles 
endógenos para serem utilizados como controles para um dado tecido baseado no 
perfil de co-variação dos genes selecionado como possíveis genes endógenos 
quando analisados aos pares. Para a realização da normalização da expressão, basta 
efetuar a média geométrica dos valores de expressão dos controles endógenos de 
uma mesma amostra, criando-se assim o fator de normalização daquela amostra. 
Para este estudo, foram selecionados inicialmente cinco controles endógenos: Arfgef1, 
G3bp2, Mtmr9 (denominado nos experimentos como Mtm8), Ppp1a, Serpinb6. Estes 
genes foram selecionados da lista de genes do primeiro experimento de 
sequenciamento de RNA, e apresentaram valores de expressão gênica extremamente 
similares entre os grupos DC e C, sendo considerados bons candidatos a controles 
para a reação de PCR quantitativo. Pela análise do padrão de expressão das 
amostras dos grupos DC e C, o programa DataAssist v.3.01 (Life Technologies, USA), 
que utiliza o algoritmo criado por Vandesompele e colaboradores, gera um gráfico 




amostra (eixo X), gerando uma linha de tendência para auxiliar na visualização da 
covariação dos genes. Esse programa também gera uma tabela (figura 11) com o 
valor de M, ou o grau de variabilidade de um gene em conjunto com seus pares. 
Quanto menor o valor de M, mais coincidente é a covariação de expressão (em Ct) 
daquele gene candidato em relação aos outros genes e assim, mais robusta a sua 
expressão em um determinado tecido. Associar os genes de menor valor de M torna 














Figura 10. Valores de Ct (eixo Y) para cada amostra (eixo X) de cada gene candidato a gene endógeno. Pelas linhas 
de tendência é possível notar os genes que apresentam variações de expressão similares. Os valores de M para 
cada gene estão expostos abaixo do gráfico. Quanto menor o valor de M, maior a covariação deste gene com os 












Não foi observada diferença de expressão dos genes que compuseram o index de 
endógenos entre o grupo C e DC (tabela 11). Como o cálculo de 2-ΔΔCT leva em 
consideração o valor da expressão do gene alvo de uma amostra em relação ao valor 
da expressão do index de genes endógenos desta mesma amostra, e por fim 
normaliza os valores da relação gene alvo/index dos grupos teste (neste caso DC) 
pela média dos valores do grupo controle, se não há diferença entre os valores de 
expressão do index entre os dois grupos, a diferença de expressão final da relação 
gene alvo/index entre os grupos DC e C deve-se a alterações da expressão do gene 
alvo em um dos grupos.  
 
Tabela 11. Valores médios de fold change encontrados para o index de controles endógenos nos grupos 
C e DC. 
Média fold change Index  




Média fold change Index 




1,023 ±0,248 0,918 ±0,169 
 
 
Figura 11. Valores de variação M para cada gene candidato à endógeno. Quanto menores os valores, mais 
estáveis os padrões de expressão dos genes ; ou seja, mais similares  as variações de expressão do gene 
quando comparado aos genes pares. Os três genes que apresentaram os menores valores de M foram 
selecionados para a realização do index de controles endógenos. São eles: Arfgef1 (Arf), Mtmr9 (Mtm8) e 




Seleção dos genes validados 
Foram utilizados 2 critérios para seleção dos genes a serem validados por qPCR:  
1) apresentarem diferença de expressão entre os grupos DC e C nos dois 
sequenciamentos realizados, como no caso de Gsgl1, Chrna6, Igf2, Nfkbia, Fkbp5, 
Zbtb16, Capg, Cytl1, Mmp8, S100a8, Ngp, S100a9 e Ckm;  
2) caso a diferença de expressão tenha sido detectada em apenas um dos 
sequenciamentos, a função do gene ou sua proteína deveria ser interessante no 
contexto de neurodegeneração, como no caso de C1qc, Penk, Stpg1, Camp e Sgk1. 
Assim, dezoito genes foram considerados para a análise final.  
Expressão dos genes selecionados  
A análise de expressão gênica foi efetuada no software DataAssist v3.01 (Life 
Technologies, USA) a partir dos dados brutos das placas corridas no aparelho 
StepOnePlus (LifeTechnologies, USA). Após a seleção dos controles endógenos mais 
estáveis, o software calcula a diferença de expressão entre os grupos biológicos (DC 
e C) pelo método 2-ΔΔCT [61] gerando o fold change ou o valor de expressão relativa 
ao index de genes endógenos. Subsequentemente o software calcula a diferença 
estatística do valor de expressão relativa entre as amostras dos grupos DC e C por 
meio do teste T de Student e pós-teste Benjamini-Hochberg (Taxa de Falsas 
Descobertas) para ajuste do valor de p.  
Dos dezoito genes analisados, oito apresentaram o mesmo padrão de expressão 
observado entre os grupos C e DC no experimento de sequenciamento (figura 12), e, 




apresentou uma grande tendência à diferença de expressão entre os grupos, embora 
não relevante estatisticamente). Os demais genes não seguiram o padrão de 
expressão observado no sequenciamento (figura 13), e desses, quatro apresentaram 




























Figura 12. Gráficos da razão de expressão por qPCR dos genes com perfil de expressão similar ao do 
sequenciamento: Chrna6, Gsg1l, Igf2, Capg, Ckm, C1qc, Penk, Stpg1 relativa a expressão dos index de 
gene endógeno formado pelos genes Arfgef1, Mtmr9 e Serpinb6. O valor de expressão está relativo ao 
grupo controle. Os gráficos coloridos referem-se aos genes que apresentaram diferença estatística entre 
os grupos C e DC após aplicação do Teste T de Student e correção do p valor para diminuir a probabilidade 
de descobertas falsas (p<0.05). Os gráficos revelam as médias entre grupos e as barras denotam erro 




 Figura 13. Gráficos da razão de expressão por qPCR dos genes com perfil de expressão não-
coincidentes ao do sequenciamento: Nfkbia, Sgk1, Camp, Fkbp5, Cytl1, S100A8, S100A9, 
Mmp8, Ngp, Zbtb16 relativa a expressão dos index de gene endógeno formado pelos genes 
Arfgef1, Mtmr9 e Serpinb6. O valor de expressão está relativo ao grupo controle. Os gráficos 
coloridos referem-se aos genes que apresentaram diferença estatística entre os grupos C e 
DC após aplicação do Teste T de Student e correção do p valor para diminuir a probabilidade 
de descobertas falsas (p<0.05). Os gráficos revelam as médias entre grupos e as barras 




Análise de Proteoma por Espectrometria de Massas – LTQ Orbitrap 
Velos ETD 
Expressão diferencial encontrada entre os grupos 
 
 No total, 1410 proteínas foram identificadas, considerando todas as proteínas 
presentes nos grupos C e DC. O número médio de proteínas identificadas para cada 
grupo foi extremamente similar (1408 para C e 1409 para DC). A correlação entre o 
grupo C e DC resultou em 55 proteínas com diferença de expressão entre os dois 
grupos, porém após a correção do pós-teste Hochberg-Benjamini, somente 3 destas 
































Figura  15. A) Gráfico Volcano Plot gerado pelo software Scaffold com a dispersão das proteínas dos grupos C e DC após a 
identificação dos peptídeos recuperados pelo espectrômetro de massas LTQ Orbitrap Velo ETD. B) Venn Diagram gerado pelo 
programa Scaffold após a correção por Hochberg- Benjamini. Após a correção, 3 proteínas permaneceram diferencialmente 




Com a correção do pós-teste 2 proteínas apresentaram-se como hiper-expressas e 
uma com expressão diminuída no grupo DC quando comparado ao grupo C. As 
proteínas que permaneceram diferencialmente expressas foram A desacetilase 
Sirtuina 2 (Sirt2), a subunidade 4 regulatória da fosfatase 2A (Ppp2r4), ambas 
hiperexpressas no grupo DC e a proteína membro da família das Glutationas S-































Figura  16. Gráfico de barras do perfil de expressão das proteínas de L4 e L5 do gânglio da raiz dorsal 
diferencialmente expressas nos grupos DC e C gerado pelo programa Scaffold. A) Sirt2 e B) Ppp2r4 estão  






Contexto do estudo  
A neuropatia diabética é a condição ou doença secundária mais frequente 
consequente à diabetes, caracterizada por uma degeneração progressiva das fibras 
nervosas, principalmente as fibras sensoriais. O envelhecimento da população 
mundial e o aumento dos casos de diabetes nos próximos anos, principalmente a tipo 
II tornam esta doença e suas complicações desafios mundiais. Até hoje ainda existem 
muitas lacunas no conhecimento da patogênese desta NDP, impedindo o avanço em 
terapias eficazes. 
Avanços nas técnicas de prospecção em larga escala de expressão de genes e 
proteínas tais como Sequenciamento de Nova Geração e quantificação de expressão 
de proteínas por Espectrometria de Massas foram muito oportunos para as doenças 
complexas, isto é, doenças cuja etiologia é de difícil identificação, apresentando traços 
de influências ambientais e genéticas. Tais metodologias abrangentes permitem 
assim traçar um perfil molecular celular ou tecidual, captando as vias e mecanismos 
em ação e possíveis alterações moleculares oriundas de alguma patogenia. 
Idealmente, análises temporais seriam as mais indicadas a fim de se observar de 
maneira abrangente como uma doença complexa se desenvolve, e assim identificar 
as vias ou momentos mais propícios para intervenção ou reparo. 
Tivemos como objetivo traçar as primeiras alterações de expressão gênica e protéica 
nos ganglios da raiz dorsal de ratos wistar modelo para diabetes tipo I após o início 
das primeiras mudanças sensoriais mecânicas aferidas nas patas traseiras. Até a 
conclusão da escrita desta tese, este era o primeiro estudo na área a usar RNA-Seq 
como uma ferramenta de prospecção de mudanças no transcriptoma em gânglios da 






As fibras nociceptivas (fibras nervosas de pequeno calibre não-mielinizadas ou pouco 
mielinizadas C e A delta) são as mais precocemente afetadas no desenvolvimento da 
neuropatia diabética [62-64]. Por esse motivo, uma das maneiras menos invasivas de 
se verificar a instalação da neuropatia periférica é pela estimulação mecânica da pata 
do rato de maneira crescente a fim de se observar alterações no limiar nociceptivo. A 
alteração no limiar nociceptivo mecânico é um indício, ou sugestão, do 
desenvolvimento da neuropatia. 
Neste estudo, foi possível observar que as primeiras alterações no limiar nociceptivo 
dos ratos hiperglicemicos são detectáveis a partir de duas semanas (14 dias) após a 
primeiro dia de injeção de estreptozotocina, sugerindo uma consequência periférica 
decorrente da hiperglicemia sistêmica, ou a instalação da neuropatia. Este resultado 
concorda com demais trabalhos da literatura que também observaram alterações na 
sensibilidade mecânica em ratos modelo para diabetes tipo I tratados com 
estreptozotocina a partir de duas semanas após o início do tratamento [65-67] e dessa 
forma é apropriado como um indicador precoce de sintomas da neuropatia diabética. 
Densidade de fibras nervosas intraepidérmicas e dérmicas  
Apesar do resultado comportamental sugerir o desenvolvimento de uma neuropatia 
em decorrência da hiperglicemia sistêmica (e possíveis alterações na expressão 
global de RNA e proteínas), ele não é suficiente para confirmar sua existência. Como 
mencionado na seção anterior, o padrão de degeneração neuronal inicia-se, 
tipicamente, pelas fibras sensoriais de menor calibre, nas porções mais periféricas do 
corpo (extremidade das mãos e pés ou patas), originando a neuropatia de fibras de 




alterações sensoriais observadas no grupo hiperglicêmico e a alta probabilidade da 
neurodegeneração ocorrer primeiramente nas fibras nociceptivas periféricas, fez-se, 
a seguir, a análise da densidade de fibras nervosas intraepidérmicas e dérmicas da 
pata traseira por meio da marcação dos cortes histológicos com anticorpo policlonal 
anti-PGP 9.5, ou Hidrolase-1 Carboxil-terminal de Ubiquitina (Uchl1), uma proteína 
expressa em células e processos nervosos largamente usada para análise de 
degeneração neuronal periférica [68-71].  
Observou-se uma redução expressiva, de aproximadamente 50%, na densidade de 
fibras nervosas dérmicas e intra-dérmicas da pele glabra plantar do grupo 
hiperglicêmico 28 dias de experimento após inicio do tratamento com estreptozotocina. 
Resultados similares já haviam sido relatados anteriormente [72, 73], demonstrando 
que a neuropatia periférica e a degeneração de fibras sensoriais ocorrem de maneira 
precoce após o estabelecimento da hiperglicemia sistêmica.  
Para a neuropatia diabética se desenvolver, supõe-se que ocorrem alterações no 
padrão de expressão de RNAs e proteínas das células dos tecidos afetados pela 
hiperglicemia, de maneira a responder ao estímulo danoso, no caso, a hiperglicemia. 
Dessa forma, realizamos, a seguir, um estudo de transcriptoma e proteoma dos 
gânglios lombares L4 e L5 dos animais hiperglicêmicos e seus controles, poucas 
semanas após o início da hiperglicemia sistêmica, a fim de se determinar as primeiras 
alterações de expressão relacionadas a esse evento.  
Transcriptoma 
Técnicas de Sequenciamento de Nova Geração como o RNA-Seq representam 
grandes avanços na compreensão do transcriptoma, especialmente de doenças 




expressão diferencial global de um transcrito, a técnica também possibilita verificar a 
diferença na expressão de isoformas para um mesmo transcrito, entre os grupos e a 
identificação de transcritos novos, não associados a genes mapeados no genoma de 
referência até o momento. Neste projeto realizamos a análise de expressão gênica 
global, sendo encontradas 14 regiões diferencialmente expressas não associadas 
com nenhum gene conhecido mapeado no genoma referência de Rattus novergicus 
(10 regiões novas na análise de expressão global dos transcritos e 4 na análise de 
expressão diferencial de isoformas), indicando a possibilidade de existência de novos 
genes e, ainda, da expressão destes genes sofrerem influência de processos 
relacionados ao estabelecimento da neuropatia diabética. 
Uma vez que o experimento foi projetado para capturar as primeiras possíveis 
mudanças na expressão de genes influenciados por uma mudança metabólica 
consequente da hiperglicemia, era esperado que o transcriptoma de ambos os grupos 
apresentasse perfis muito similares. Mas, apesar da similaridade, foi possivel detectar, 
após apenas 3 semanas de tratamento com estreptozotocina, 66 genes 
diferencialmente expressos dentre quase 20 mil genes identificados, no caso do 
primeiro sequenciamento e 56 genes diferencialmente expressos e 57 isoformas 
diferencialmente expressas entre mais de 16 mil transcritos no caso do segundo 
transcriptoma, sugerindo que a hiperglicemia influencia mudanças precoces de 
expressão gênica nos gânglios da raiz dorsal. A grande maioria dos genes de 
expressão diferencial entre os grupos não haviam sido previamente correlacionados 
com a neuropatia diabética, o que pode sugerir que novas vias podem estar 





Entretanto, não podemos descartar a possibilidade de que o baixo número de genes 
diferencialmente expressos possa estar mais relacionado ao uso do tecido ganglionar 
inteiro para a obtenção de RNA total ao invés do uso de subpopulações de células 
como por exemplo, nociceptores. Como exemplo, em um estudo recente, Thakur e 
colegas [78]discorrem sobre a perda de representatividade de neurônios provenientes 
de ganglios da raiz dorsal como eventos nucleados acusados em citometria de fluxo 
após 1 dia de cultura celular (aproximadamente 10% dos eventos). Segundo os 
autores, o processo de dissociação do gânglio para a obtenção de células para a 
cultura pode ter sido o principal fator desta perda de representatividade, visto que 
existe maior perda de células maiores (neurônios) devido a uma maior probabilidade 
de sofrerem lise celular. Apesar de não termos realizado dissociação do tecido ou 
mesmo cultura celular, diferentes subpopulações celulares podem ter 
sensibilidade/resistência diferentes aos variados processos aos quais foram 
submetidas desde a eutanásia dos animais até a extração de RNA total. Ademais, 
diferentes populações celulares podem apresentar sensibilidade variada à 
hiperglicemia e suas consequências dentro de um mesmo tecido, devido as diversas 
possibilidades de apresentações de moléculas sinalizadoras e receptores. Por 
exemplo: receptores e eventos de sinalização celular podem diferir e variar entre tipos 
celulares e diferentes subpopulações de um dado tipo celular. Supondo que uma 
subpopulação de células responda a hiperglicemia aumentando a expressão de um 
canal ionico específico e outra subpopulação ou tipo celular responda de uma maneira 
diferente, realizando justamente o oposto, diminuindo a expressão deste mesmo canal 
iônico, uma análise de homogenato total pode indicar que a expressão deste canal 
iônico não difere da expressão encontrada no grupo controle e que, portanto, não foi 




Como a primeira tentativa de sequenciamento apresentou um número menor de reads 
e uma grande variabilidade neste número entre as amostras quando comparado ao 
segundo sequenciamento, decidimos analisar com mais profundidade apenas este 
último. Em um experimento como este, de ampla variação de expressão de reads 
(desde a detecção de uma cópia de um read específico comparado com a detecção 
de milhões de cópias de outro read), tanto falsos positivos quanto falsos negativos 
podem ocorrer com facilidade, mesmo com a análise estatística bastante 
conservadora como a do Tuxedo Tools. Assim, uma quantidade maior de reads ou um 
sequenciamento mais “profundo”, como é denominado em inglês (deep sequencing) 
aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos e também a chance de detectar 
expressão de transcritos raros. Ao todo, 19 genes diferencialmente expressos foram 
detectados em ambos experimentos de sequenciamento realizados, sendo 4 hiper-
expressos no grupo DC (Chrna6, Gsg1l, Igf2 e Col8a1) e 15 com expressão reduzida 
no grupo DC (Nfkbia, Fkbp5, Pdk4, Sult1a1, Zbtb16, Capg, Fmo2, Acta1, Cytl1, Mmp8, 
S100a8, Ngp, S100a9, Tnnt3 e Ckm).  
Para este segundo sequenciamento também foi realizada a análise de expressão 
diferencial de isoformas mRNA. A técnica de sequenciamento tem contribuido muito 
para um melhor conhecimento das diferentes isoformas produzidas pelos genes e de 
suas influências em situações fisiológicas e patológicas. Com esta análise é possível 
identificar genes que, apesar de não apresentarem alterações de expressão total de 
seus transcritos entre os grupos, apresentam diferenças na expressão das isoformas 
de mRNA que produzem. Estas isoformas podem ter diferentes funções, afetando a 
produção da proteína (se produz ou não), a taxa de produção das proteínas, a 
funcionalidade da proteína produzida e a funcionalidade do mRNA produzido (se for 




mais de um transcrito de mRNA possível, e até agora, de 15 a 50% eventos anormais 
de processamento de mRNA foram associados a doenças complexas [79]. Dessa 
forma, analisar a expressão diferencial de isoformas de mRNA é de extrema 
importância para se melhor compreender o funcionamento celular e gera, ao mesmo 
tempo, uma camada a mais de complexidade no entendimento das alterações 
moleculares em doenças complexas.  
No segundo experimento de transcriptoma, foram indetificados 57 genes cujas 
isoformas apresentaram diferença de expressão entre os grupos C e DC, entre eles, 
genes associados previamente a doenças neurodegenerativas como a Doença de 
Alzheimer (Apbb2, Erlin2, Kndc1) e genes associados a falência mitocondrial (Mtfr1, 
Fundc1), um evento importante e correlacionado com neurodegeneração [80-82]. As 
informações presentes na literatura acerca das possíveis diferenças entre as 
isoformas na produção e funcionamento das proteínas que geram ainda são escassas. 
Não conseguimos, para os genes selecionados, obter dados suficientes que nos 
apontassem as alterações de função ou produção de proteínas decorrentes da 
mudança no tipo de isoforma preferencialmente produzida para um determinado gene 
em decorrência da hiperglicemia sistêmica. Não obstante, os dados obtidos neste 
estudo se mostram bastante interessantes no contexto de neurodegeneração e 
seguem como sugestão a prospecção de possíveis alvos a serem testados em futuros 
estudos.  
Análise funcional dos genes diferencialmente expressos  
A análise e categorização por função dos genes diferencialmente expressos 
demonstrou uma tendência de supressão de grande parte dos genes relacionados a 




relacionados a vias anti-inflamatórias, de analgesia e de crescimento 
celular/sobrevivência. 
Abaixo discutiremos possíveis funções desempenhadas por alguns desses genes 
e/ou as proteínas que codificam, separados por categoria funcional, e, baseada na 
busca de suas funções na literatura, propomos uma explicação para a alteração de 
suas expressões no contexto do desenvolvimento e estabelecimento da neuropatia 
diabética. Discutiremos os genes distribuidos nas 4 categorias com maior número de 
genes agrupados: Inflamação, Hiperalgesia/Analgesia, Proliferação Celular e 
Apoptose/Sobrevivência Celular. 
Inflamação 
De acordo com a literatura, no total, 12 genes participam de diversas vias inflamatórias: 
Zfp36, Stc1, Otop1, Defa5, Ngp, Zbtb16, Camp, RGD1562378, S100A8, S100A9, 
Tmem176a e Mmp8.  
Zpf36 ou Tristetrapolina (TTP) – é um gene de resposta imediata (immediate-early 
response gene) que codifica para uma proteína regulatória pós-transcricional cuja 
função é auxiliar na degradação de mRNAs de decaimento rápido que contenham 
elementos ricos em adenosina-uridina (AREs) na região 3’ não traduzida [83, 84]. TTP 
regula mRNAs majoritariamente envolvidos com a tradução de fatores de crescimento, 
mediadores inflamatórios e proto-oncogenes [83], o que torna este gene um 
importante supressor tumoral. A supressão ou diminuição da expressão deste gene é 
relacionada com tumores mais agressivos e baixas taxas de sobrevivência [84]; com 
complicações induzidas por TNF alfa, tais como doenças autoimunes, caquexia e 
hiperplasia mielóide medular e extra-medular [85]. Neste estudo, o mRNA de Zpf36 




sugerir tanto uma regulação positiva de vias de proliferação celular quanto de vias 
inflamatórias nos DRGs.  
Stc1 ou Estaniocalcina-1- apresenta propriedades anti-inflamatória, anti-oxidante e 
anti-apoptótica [86-90]. A expressão da proteína Stc1 diminui o potencial de 
membrana mitocondrial, consequentemente levando a indução da proteína 
desaclopadora da mitocondria 2 (Ucp2). Ucp2 dissipa o H+ do espaço intermembrana 
mitocondrial gerado anteriormente por transferência de elétrons de moléculas de alta 
energia como NADH e FADH2 durante a cadeia respiratória (vazamento de protons), 
ao invés de ser recrutado para síntese de ATP [87]. Dessa maneira ocorre a 
diminuição da produção de estresse oxidativo pois há diminuição da produção de 
superóxidos (produzidos durante a fosforilação de ADP em ATP). Com a diminuição 
da produção de espécies reativas de oxigênio diminui também o estímulo para 
sinalização inflamatória promovida pela quinase c-Jun NH2-terminal (JNK) e NF-kB 
[91]. Neste estudo, mRNA de Stc1 está mais expresso no grupo DC em relação ao 
grupo C, sugerindo um efeito protetor, uma possível tentativa de contra-balancear 
produção de espécies reativas de oxigênio e sinais inflamatórios gerados pela 
hiperglicemia, a fim de propiciar reparo celular.  
Defa5 ou Defensina alfa 5 – codifica um pequeno peptideo antimicrobiano membro 
das famílias das alfa e beta defensinas que são majoritariamente expressas nas 
células Paneth do íleo, participando da resposta imune inata do intestino [92]. Este 
peptídeo, uma vez secretado, se liga a membranas de células epiteliais e CD4+, 
induzindo a secreção de IL-8 quando em baixas concentrações e, quando em altas 
concentrações, além da indução de IL-8, também induz remodelamento de 




expressão menor no grupo DC, o que poderia indicar uma possível supressão desta 
resposta anti-inflamatória no DRG.  
Ngp ou Proteína Neutrofílica Granular -  a proteína codificada por este gene é um 
marcador de neutrófilos e é expressa em uma fase precoce da diferenciação 
granulocitária neutrofílica [95]. O aumento da sua expressão está associado a 
destruição alveolar devido à indução de sinais pró-inflamatórios [96] enquanto que a 
diminuição de sua expressão foi encontrada em tumores metastáticos [97].  Dada sua 
associação com um perfil pró-inflamatório inato, hipotetizamos que a expressão 
diminuida encontrada no grupo DC em relação ao C neste estudo possa ser devido a 
uma inibição ou regulação de sinais pró-inflamatórios ou uma mudança do perfil de 
resposta inflamatória, de inata para adaptativa.  
Zbtb16 - codifica para a proteína Zinc Finger and BTB Domain Containing 16, mais 
conhecida como proteína Promyelocytic Leukemia Zinc Finger. Esta proteína é um 
fator de transcrição do tipo zinc finger Krüppel responsável por regular diversos alvos 
gênicos e assim, envolvida em diversos processos biológicos como: desenvolvimento 
neural e dos membros [98-100], manutenção das células progenitoras neurais [101], 
diferenciação das células da resposta imune inata [102], repressão de transcrição [103, 
104], neuroproteção [105] e  em mecanismos de sobrevivência celular/apoptose [99, 
106]. De maneira elegante, Parrado e colegas [106] demonstraram que linfócitos 
Jurkat que apresentavam trans-expressão de Zbtb16, uma menor quantidade de 
células entravam em apoptose em um ambiente de privação de nutrientes. Por outro 
lado, diminuição ou supressão de expresssão Zbtb16 já foi associada a tumorigênese/ 
proliferação tumoral [107-111] diferenciação neuronal [101] e forte resposta 




expressão menor nos gânglios do grupo DC em comparação ao grupo C, o que 
poderia sugerir um rearranjo de diversas vias ligadas a este fator de transcrição, como 
diferenciação neural, proliferação celular e resposta inflamatória.  
Camp ou Catelicidina – este gene codifica um peptideo antimicrobiano, também 
conhecido como LL37. Tal peptidíeo tem função modulatória e participa da resposta 
imune inata funcionando como uma “alarmina” [112], iniciando eventos como: ativação 
de células da glia mediada pelos receptores P2Y [113], recrutamento de eosinófilos e 
neutrófilos devido a sua atividade quimiotática [114], mudanças fenotípicas e 
maturação de células dendriticas após captação da proteína Camp [115], ativação de 
p44/42 MAPK, que por sua vez fosforilam o regulador negativo de inflamação MPK1 
[116], suppressão da apoptose de neutrófilos após a a ativação dos receptores FPRL1 
e P2X7 [117], recrutamento de proteínas para angiogênese de células precursoras 
endoteliais mediado pela ativação de NF-kB [118] e cicatrização de lesões em 
camundongos modelo para diabetes tipo 2 (ob/ob) [119]. O gene Camp apresenta um 
elemento responsivo ao receptor de vitamina D na sua região promotora e, além disso, 
sua expressão é modulada positivamente pela vitamina D [120]. Deficiência em 
vitamina D já foi associada com maior predisposição ao desenvolvimento de ambos 
os tipos de diabetes [121] e neuropatia diabética [122-125]. Diminuição da expressão 
de Camp em gânglios da raiz dorsal do grupo DC poderia estar relacionado a uma 
diminuição da função do receptor de vitamina D, ou com a regulação de sinais pró-
apoptóticos, cascatas pró-inflamatórias e também com uma mudança no tipo de 
resposta imune, de inata para adaptativa.  
RGD1562378 – este gene codifica uma variante da histona H4 denominada H4-v.1, 




existência foi posteriormente confirmada em ratos [127]. Esta variante apresenta 
expressão basal em diversos órgãos e tecidos de ratos, mas é fortemente expressa 
em macrófagos alveolares (AM) quando estimulados com lipopolissacarídeos (LPS) e 
interferon gamma in vitro [127]. Ademais, a expressão de H4-v.1 induzida por LPS 
induz diminuição da liberação de Prostaglandina E2 e CXCL8 pelos macrófagos 
alveolares, sugerindo um papel anti-inflamatório [127]. Em nosso estudo esta histona 
está com expressão menor no grupo DC em relação ao grupo C, o que poderia indicar 
uma facilitação da resposta pró-inflamatória.  
S100a8, S100a9 - são dois membros da familia S100 de proteínas ligantes de cálcio, 
um grupo de proteínas que desempenham atividades diversas na célula. Em 
neutrófilos e monócitos, S100a8/a9, formam um heterocomplexo denominado 
calprotetina, o qual é liberado da célula como resultado da ativação dessas células de 
defesa. No meio extracelular, acredita-se que o complexo funciona como receptor de 
reconhecimento de padrões, assim como os receptores TLR e RAGE, deflagrando 
assim respostas pró-inflamatórias. [128]. Não existem indícios da formação deste 
complexo em células do DRG. Contudo, quando consideradas as proteínas 
separadamente, é importante salientar os achados de um estudo realizado em 2012, 
o qual mostrou que após 3 semanas após a injeção de STZ em ratos, a expressão de 
S100a9 diminuiu de 2 a 3 vezes em relação aos ratos controles [129]. No nosso estudo, 
acreditamos que S100a8/a9 podem apresentar redução de suas expressões como 
uma tentativa de regular os sinais pró-inflamatórios; ou, as alterações de expressão 
observadas podem indicar alterações na homeostase de cálcio intracelular. 
Tmem176a – codifica uma proteína transmembrana relacionada resposta imune [130]. 




[131], em regiões cerebrais de um modelo de rato para consumo abusivo de álcool 
[132] e um modelo de rato sensível a comportamento depressivo [133]. Por outro lado, 
expressão diminuida deste gene foi encontrada em células dendríticas logo após sua 
maturação em decorrência de sua ativação por células T [130]. Neste estudo mRNA 
de Tmem176a está diminuido nos gânglios da raiz dorsal do grupo DC em relação ao 
grupo C, sugerindo uma regulação do sistema imune em decorrência de sinais pró-
inflamatórios.  
Mmp8 – o gene Matrix Metalopeptidase 8 codifica uma proteinase dependente de 
zinco que degrada proteínas componentes de matriz extracelular. O aumento da 
expressão desse gene já foi verificado em lesões de pacientes com diabetes e em 
condições de inflamação como inflamação pulmonar, tumores e aterosclerose [134-
139]. A expressão da proteína Mmp8 está relacionada com a ativação de mediadores 
pró-inflamatórios como IL-6 e IL-8 [140], TNF-alfa e microglia no sistema nervoso [141]. 
Neste estudo, Mmp8 aparece com expressão menor nos gânglios da raiz dorsal do 
grupo DC em relação ao C, o que poderia estar associado a uma regulação da 
resposta pró-inflamatória no primeiro grupo.  
Hiperalgesia/Analgesia 
Nesta categoria enquadram-se 9 dos genes diferencialmente expressos: Otop1, Sgk1, 
Gsgl1, Sult1a1, Cytl1, Chrna6, Fkbp5, C1qc e Penk.  
Otop1 - Otopetrina 1 é um gene  que codifica uma proteína transmembrana 
responsável pela mineralização da otoconia [142]. Mas, além disso, Otop1 parece 
desempenhar um papel na regulação da concentração de ion cálcio intracelular em 
células de suporte do sistema vestibular, aumentando a concentração intracelular 




demonstraram que a super-expressão da proteína Otop1 leva a depleção das 
reservas de íons cálcio do retículo endoplasmático e  a um influxo de Ca2+ extracelular 
em resposta a ATP em células cujos receptores P2Y e P2X foram inibidos [144]. 
Considerando a participação dos receptores purinérgicos na sinalização da dor e as 
funções atribuídas à proteína Otop1, hipotetizamos que a expressão diminuida do 
gene que codifica esta proteína no grupo DC esteja associada a uma regulação da 
concentração dos íons cálcio intracelulares, que acaba por interferir positivamente na 
resposta a dor dependente de P2X e P2Y, já uma menor expressão de Otop1 
impediria menos a ativação destes receptores.  
Sgk1 ou Quinase Induzida por Soro e Glucocorticóide (SGK) – é um gene cuja 
expressão é encontrada em quase todos os tecidos do corpo humano e, por esse 
motivo, é induzido e regulado por diversas moléculas, incluindo canais iônicos, 
mediadores inflamatórios, enzimas e moleculas de sinalização [145]. Sgk1 pode ser 
induzido pela hiperglicemia extracelular e pelo Metilglioxal [145, 146], dois 
componentes importantes no desenvolvimento da neuropatia diabética no DRG. 
Neste sentido, uma das principais consequências da indução ou aumento de 
expressão de Sgk1 é a regulação positiva do trocador Na+/ H+ (NHE1), que é 
sabidamente expresso no DRG e tem papel conhecido na analgesia de dor 
inflamatória [147]. Este mesmo trocador, porém, também está envolvido na geração 
de estresse oxidativo e eventos inflamatórios mediado pelo Metilglioxal [148]. Além 
disso, a proteína Sgk1 parece desempenhar papel na inibição do processo de 
mielinização do sistema nervoso periférico: camundongos com expressão nula de 
Sgk1 apresentam hipermielinização dos nervos periféricos durante o desenvolvimento 
[149]. Neste estudo, verificou-se que a expressão de Sgk1 está diminuida no grupo 




discutidas acima, hipotetizamos que, apesar de existir um contexto de hiperglicemia 
extracelular, que em momentos precoces ao observado neste periodo de tempo pode 
ter induzido a expressão dessa proteína, neste ponto temporal observado já não foi 
um fator de indução ou de continuidade de indução, pois outras moléculas e 
alterações metabólicas podem ter interferido ou impedido. A sensibilidade mecânica 
observada nos animais DC é condizente com uma menor regulação da atividade de 
NHE, e com isso uma menor ação desse trocador no controle da dor. Ademais, a 
diminuição da expressão de Sgk1 também pode estar relacionada a um controle de 
sinais pró-inflamatórios e também no favorecimento de processos de re-mielinização 
periférica devido a uma possível degeneração presente.  
Gsg1l ou Gene tipo gene 1 específico de célula germinativa - Este gene codifica uma 
proteína homóloga à claudina que é modulatória do receptor ionotrópico AMPA 
responsivo à Glutamato. Receptores ionotrópicos de glutamato já foram rastreados e 
identificados nos axônios periféricos de fibras não mielinizadas na junção da derme-
epiderme da pele glabra de rato [150], e dentro do próprio gânglio da raiz dorsal [151, 
152]. Puffs de glutamato foram capazes de aumentar a excitabilidade e amplitude de 
corrente de receptores glutamérgicos, principalmente o AMPA, em neurônios < 30um 
de preparações ex-vivo de gânglio da raiz dorsal após 7 dias de estabelecimento de 
neuropatia por constrição do nervo [151], indicando um provável papel deste 
neurotransmissor na sinalização de dor. Gsg1l é um gene cuja proteína ainda não 
havia sido identificada in vivo até 2012 (sendo considerada predita para o genoma do 
rato), quando dois grupos independentemente purificaram sua proteína em ensaios 
de co-precipitação com subunidades de receptor AMPA [153, 154] em cérebro de rato. 
Apesar de apresentar 3 isoformas preditas, apenas a variante mais longa (43kDa) foi 




possível demonstrar que a proteína Gsg1l localiza-se preferencialmente a distâncias 
menores do que 50nm das subunidades de Glu2A em botões sinápticos assimétricos 
[153]. Sua associação com Glu2A parece envolver seu tráfego para a membrana 
plasmática, já que experimentos realizados em sistema de cultura heterólogas a 
expressão de Gsg1l dobrou a disponibilidade de receptor AMPA na membrana 
plasmática [153]. Além disso, a proteína Gsg1l influencia as propriedades 
eletrofisiológicas do receptor AMPA, levando-o a dessensibilizar mais vagarosamente 
quando estimulado por pulsos de L-glutamato, e, uma vez dessensibilizado, 
prolongando o processo de recuperação e reativação do receptor [154]. Gsg1l 
apresenta expressão aumentada em glanglios da raiz dorsal do grupo DC em relação 
ao grupo C, sugerindo um papel no estabelecimento ou manutenção da sensibilidade 
mecânica observada nesse grupo. 
Sult1a1 ou Sulfotransferase 1A1 – este gene codifica uma enzima responsável pela 
sulfonação de moleculas endógenas e xenobióticos de baixo peso molecular, 
realizando biotransformação e inativação de componentes como catecolaminas, 
esteróides e hormônios tireoideanos [155, 156]. A diminuição da expressão do mRNA 
e a proteína deste gene já foi observada em tecido hepático de pacientes diabéticos 
portando cirrose [157]. Esteróides como testosterona e catecolaminas tais como 
serotonina e noradrenalina já foram associados a efeitos protetores contra neuropatia 
diabética e dor [158-160]. Dessa maneira, acreditamos que a diminuição da expressão 
de Sult1a1 nos DRGs do grupo DC pode estar relacionada a uma tentativa de controle 
dos sintomas e avanços da neuropatia diabética, uma vez que a diminuição da 
expressão desse gene diminuiria a produção da enzima Sult1a1 que por sua vez, se 




neurotransmissores, estaria menos presente e disponível, prolongando a meia-vida 
dessas moléculas de caráter protetor.  
Chrna6 ou Receptor Colinérgico Nicotínico Alfa 6 - é uma das subunidades do receptor 
heterodimérico mais abundante no DRG, juntamente com a subunidade alfa 3 e alfa 
4 [161, 162]. No sistema nervoso central, especialmente no mesencéfalo, a 
subunidade alfa 6 está envolvido com o sistema de recompensa e adicção mediado 
pela nicotina [163], mas seu papel no sistema nervoso periférico permanence 
desconhecido. Sabe-se que a subunidade alfa 6 é expressa constitutivamente em 
neurônios de Glânglios da Raiz Dorsal de pequeno diâmetro, formando receptores 
heterodiméricos com a subunidade beta 4. Estudos prévios já demonstraram alteração 
na expressão de receptors nicotínicos em modelos de dor neuropática [164, 165] e, a 
modulação desses receptores (especialmente os homodímeros alfa 4, alfa 9, alfa 7) 
por agonistas alivia os sintomas de dor em diferentes tipos de neuropatias [166-168] , 
incluindo neuropatia diabética. A super-expressão de receptores nicotínicos no DRGs 
pode indicar que a transmissão colinérgica pode ter um papel na modulação da dor e/ 
ou homeostase frente a um ambiente hiperglicêmico. 
Fkbp5 ou proteína ligante 5 Hsp90 co-chaperona Fk506 – este gene codifica um 
regulador do Receptor Glucocorticóide [169], tendo como função a promoção de 
feedback negativo na ativação deste receptor, diminuindo sua afinidade e 
translocação [170, 171]. A proteína Fkbp5 é induzida pela atividade de GR e por 
glucocorticóides como o cortisol (revisado em [172]). GRs centrais e periféricos já 
foram associados previamente a modulação do comportamento de dor em modelos 
de estresse e dor crônica [173-177], por meio da regulação da excitabilidade os canais 




e por influenciar a diminuição da atividade do receptor endocanabinóide CB1 [174]. 
Assim, a diminuição da expressão de Fkbp5 nos DRGs do grupo DC pode estar 
associada a diminuição da modulação de GR, o que por sua vez pode estar 
relacionado as alterações na sensibilidade mecânica observada nesses animais, já 
que as células do DRG estariam mais expostas a vias associadas a comportamentos 
dolorosos que seriam reguladas por GRs.  
Penk ou Proencefalina – o gene Proencefalina codifica para um peptídeo opióide 
precursor da encefalina, um peptídeo ligante dos receptores delta e mu opióde [178-
180], que desempenham importante papel analgésico no organismo. A diminuição da 
expressão do peptídeo Encefalina e de seu gene já foram observadas em DRGs de 
modelos neuropáticos de injúria por constrição do nervo Ciático [181-183], assim 
como o observado neste estudo, nos DRGs do grupo DC, podendo estar relacionado 
ao fenótipo de sensibilidade mecânica observado para este grupo. Neste contexto, 
este gene, ademais, apresentou resultados promissores em estudos de liberação local 
de drogas: Fink e colegas demonstraram que a liberação de peptídeos opióides por 
transferência gênica viral por vetor baseado em herpes simplex virus (HSV) não 
replicante foi capaz de aliviar sintomas dolorosos em modelos animais de dor 
inflamatória, diabética e devido a tumores sem efeitos colaterais [184-186].  
Cytl1 ou Citocina tipo 1 – codifica uma proteína abundante principalmente em tecido 
cartilaginoso e condrócitos [187]. A expressão desta proteína está relacionada a 
indução sa diferenciação condrogênica de células mesenquimais em cultura e a um 
fenótipo mais proliferativo de neuroblastomas humanos cultivados in vitro [188], [189], 
enquanto que a supressão ou diminuição da expressão desta proteína gera perda da 




modelagem computacional visando descobrir função baseada em estrutura mostrou 
que a proteína Cytl1, quando dobrada formando sua estrutura secundária, apresenta 
um domínio para ligação ao receptor CCR2 [191]. A expressão deste receptor já foi 
verificada em neurônios sensoriais primários do DRG e esta proteína já foi 
correlacionada com a geração de hiperalgesia mecânica e térmica em modelos de 
neuropatia [192, 193]. Assim, de acordo com as possíveis funções desempenhadas 
pela proteína do Cytl1, a diminuição da sua expressão encontrada em gânglios do 
grupo DC poderia estar relacionada a uma tentativa de controlar a sensibilidade 
mecânica periférica, por meio da diminuição da sinalização de CCR2 pela diminuição 
da expressão de parceiros de ligação, entre eles Cytl1.  
C1qc ou Componente do Sistema complemento 1, subcomponente q, cadeia C – este 
gene codifica um membro do sistema complemento que, no sistema nervoso central 
e periférico está envolvido com a ativação de microglia e macrófagos, apoptose, 
aparamento de sinapses, proliferação neurítica e envelhecimento [194-196] [183, 197-
203]. Fatores do sistema complemento apresentam expressão em nervos periféricos 
em condições fisiológicas e estão associados com o metabolismo de ácidos graxos 
[204]. No contexto de neuropatia e lesão axonal, C1q é mais comumente relacionado 
com a indução de sinais pró-inflamatórios, além de ser um marcador de ativação de 
macrófagos e microglia [182, 183, 205]. Um estudo recente desenvolvido por Zhang 
e colegas [199] mostrou que a super-expressão de mRNA de C1q em neurônios 
motores e células da medula espinhal levou ao aumento de remoção de sinapses, 
gerando dano neuronal em um modelo de doença degenerativa do neurônio motor. 
Em outro trabalho, Simonetti e colegas observaram que o aumento da expressão de 
C1q em neurônios excitatórios do corno dorsal estava mais relacionado à poda 




a ativação de microglia [206]. Por fim, um estudo de 2015 mostrou que, além de estar 
associado à remoção de sinapses, a atividade de C1q também está associada ao 
crescimento axonal após lesão na espinha dorsal (CCI), levando ao crescimento em 
comprimento de axônios e atenuação da sinalização para inibição de crescimento. 
Além disso, neste mesmo estudo, foi observado que em camundongos knock-out para 
C1q, houve mudanças na direção dos neuritos nascentes após CCI [207]. Nossos 
dados mostram que C1qc está menos expresso em gânglios da raiz dorsal do grupo 
DC em relação ao grupo C, condição essa que poderia ter influência no brotamento 
axonal anormal, comumente observado nos nervos periféricos acometidos por 
neuropatia diabética, diminuição da poda sináptica a fim de se estimular 
sinaptogênese e também sugerir que nesta fase da doença há uma menor sinalização 
das vias envolvendo C1qc para a ativação de células gliais no DRG, talvez de maneira 
a contrabalancear a hipersensibilidade periférica já estabelecida.  
Proliferação Celular 
Nesta categoria incluímos 8 genes envolvidos em diversas vias de proliferação: Zfp36, 
Zbtb16 e Cytl1, anteriormente discutidos nos tópicos Inflamação e 
Hiperalgesia/Analgesia desta seção, e os que discutiremos a seguir: Igf2, Robo1, 
Col8a1, Smoc1 e Igfbp6.  
Igf2 ou Fator de Crescimento semelhante à insulina 2 – Este fator de crescimento é 
um fator neurotrófico extensivamente relacionado a neuropatia diabética [208-211], 
apresentando alteração de expressão em nervos periféricos logo após inicio da 
diabetes [208, 212]. Ishii e colegas [208-210] observaram que em nervos sensoriais, 
cérebro e medula de ratos modelo para diabetes apresentando neuropatia, os níveis 




em gânglios da raiz dorsal foi observado que a expressão de Igf2 estava aumentada 
em relação aos controles após 4 semanas de indução da diabetes em ratos modelo 
de diabetes tipo 2 [65], coincidente com os dados observados por este estudo. Como 
um fator neurotrófico, Igf2 desempenha funções importantes na indução de 
proliferação celular, promovendo neurogênese em células progenitoras neurais [213, 
214], hipocampo adulto [215], e em meduloblastoma de camundongos [216]. Além 
disso, Igf2 está envolvido com sobrevivência neuronal após transecção do nervo 
ciático [217, 218], promovendo regeneração do nervo [210], crescimento de neuritos 
em neurônios sensoriais simpáticos em cultura [219] e também em neuroblastoma em 
cultura [220]. Assim, a expressão alterada de Igf2 pode ser um estímulo à proliferação 
a fim de se preservar a homeostase, dado o contexto de dano celular. 
Robo1 ou the gene Roundabout 1 – este gene codifica para uma proteína que, quando 
expressa em conjunto com Slit2, está associada com a orientação para a migração e 
organização espacial de células progenitoras durante o desenvolvimento, 
principalmente durante a formação do sistema nervoso [221-226]. Além disso a 
proteína Robo1 também parece desempenhar papel na regulação da 
proliferação/diferenciação do tubo neural [226]. Diminuição da expressão ou 
supresssão de Robo1 foi correlacionado com aumento da proliferação, migração e 
pior prognóstico em diferentes tipos de tumor [227-229]. Assim, supomos que a 
diminuição da expressão de Robo1 verificada em gânglios da raiz dorsal do grupo DC 
pode estar relacionado ao favorecimento da proliferação e migração de células, como 
célula Schwann e satélite a fim de minimizar danos decorrentes da hiperglicemia.  
Col8a1 ou Colageno Tipo VIII Alfa 1 – este gene codifica um colágeno não fibrilar de 




macrófagos em situação de aterosclerose [230, 231]. Além disso, este colágeno é um 
dos componentes da lâmina basal do endotélio da córnea e assim, polimorfismos e 
mutações no gene Col8a1 estão associados com doenças como degeneração 
macular [232, 233]. Aumento da expressão deste colágeno esta associado 
majoritariamente com processos proliferativos, como arterogênes e migração de 
células musculares lisas vasculares [234], proliferação de células de hepatocarcinoma 
[235, 236], proliferação de células mesangiais por mediação de TGF-beta em 
nefropatia diabética [237] e angiogênes em cérebros idosos de humanos e ratos após 
acidente vascular cerebral [238]. Em nosso estudo observamos que a expressão de 
Col8a1 estava maior nos gânglios da raiz dorsal de ratos diabéticos quando 
comparados aos dos controles, e esta alteração de expressão pode estar relacionada 
com o favorecimento de vias relacionadas à proliferação celular e angiogênese, de 
células de Schwann, para reparo da mielina, e de células endoteliais dos vasos que 
irrigam o DRG. 
Smoc1 ou Ligante de Cálcio modular 1 Relacionado a SPARC - Este gene codifica 
uma proteína de matriz extracelular, membro da família SPARC, de expresssão 
abrangente em diversos tecidos de vertebrados, incluindo tecido nervoso [239]. 
Desempenha função importante durante o desenvolvimento, participando da 
formação do sistema ocular e dos membros [240-242], da diferenciação de 
osteoblastos [243, 244] e do trato reprodutivo [178]. O aumento de expressão deste 
gene foi observado em tumores cerebrais como astrocitoma [245] e 
oligodendrogliomas [246]. Um estudo recente demonstrou que a expressão de Smoc1 
aumenta durante hipóxia em um modelo in vitro de células endoteliais de veias e 
aortas, e, por meio da associação de sua proteína com a proteína Endoglina, que é 




brotamento destas células endoteliais [247]. Em nosso estudo, o mRNA de Smoc1 
está mais abundante nos gânglios do grupo DC comparado com os do grupo C. 
Hipotetizamos que, devido as constantes lesões e possível morte celular ocorrendo 
nos gânglios dos animais diabéticos em decorrência as consequências da 
hiperglicemia não controlada nesse ambiente, as células residentes podem ativar vias 
relacionadas a proliferação, migração e diferenciação celular, na tentativa de controlar 
a morte celular ou estimular a re-mielinização no tecido. Assim, dadas as possíveis 
funções em diferenciação, proliferação e migração da proteína Smoc1, o aumento de 
sua expressão poderia se dever a uma possível proliferação de células gliais, como 
as células de Schwann ou de células endoteliais de vasos que irrigam os gânglios.  
Igfbp6 ou Proteína ligante 6 do Fator de crescimento Semelhante a Insulina – Este 
gene codifica uma das 6 proteínas ligantes de IGFs, com alta afinidade ao IGF2 [248, 
249]. Sua função é de modular a disponibilidade e função destes fatores de 
crescimento por meio de ligações reversíveis que tornam esse fator indisponível a 
outros receptores e parceiros de ligação. Trabalhos prévios reportaram que aumento 
da expressão de Igfbp6 em modelo animal para vitreoretinopatia impediu proliferação 
celular induzida por IGF-II [250]. Além disso, observou-se que o aumento de 
expressão de Igfbp6 está correlacionado com maior morte celular  em neurônios 
motores medulares em seções do corno dorsal de pacientes portadores de Esclerose 
Lateral [251]. Por outro lado, diminuição da expressão desta proteína leva ao aumento 
da proliferação celular [252]. A expressão de Igfbp6 já foi observada como alterada 
antes em soro de pacientes com diabetes 1, mostrando-se mais abundante nesses 
pacientes [253]. Em nosso estudo, entretanto, observamos que o mRNA de Igfbp6 
estava menos expresso nos DRGs do grupo DC em comparação com os do grupo C, 




estudo. Essa alteração de expressão pode estar associada a uma mudança dos 
programas celulares para um perfil proliferativo nesta fase inicial da neuropatia 
diabética.  
Apoptose/Sobrevivência Celular 
Nesta categoria, após a análise da literatura, 6 genes puderam ser enquadrados: Igf2, 
Igfbp6 e Camp, que foram discutidos previamente nas seções Proliferação Celular e 
Inflamação, e Stpg1, Nfkbia e Col6a5, que serão discutidos a seguir. 
Stpg1, ou Sperm tail PG rich repeat containing 1 – este é um gene novo cuja proteína 
parece participar da via de desencadeamento de apoptose por indução de alquilação 
do DNA do tipo O(6)-metilguanina [254]. De maneira interessante, o tratamento com 
STZ já foi previamente associado a formação de adutos de DNA, O(6)-metilguanina 
entre eles, em diversos órgão exceto o cérebro [255]. Em nosso estudo observamos 
expressão aumentada do mRNA de Stpg1 nos gânglios do grupo DC, o que poderia 
estar relacionado a promoção de morte celular nas células do gânglio devido aos 
danos sofridos pela alta metabolização da glicose e suas consequências. Muito 
embora as células sistema nervoso central pareçam ser resistentes a alquilação do 
DNA após tratamento com STZ e não exista, até o presente momento, nenhuma 
publicação que relacione o tratamento com STZ e alquilação de DNA do tipo O(6)-
metilguanina na células do DRG, não podemos descartar a idéia de que o aumento 
da expressão de Stpg1 para a promoção da apoptose possa ser relacionado a um 
efeito direto do tratamento intraperitoneal de Estreptozotocina.  
Nfkbia ou Inibidor Alfa do NF-κB – Como descrito em seu nome oficial, este gene é 
um inibidor do fator de transcrição NF-κB. Nfkbia se liga ao NF-κB e não permite a sua 




Nfkbia nas serinas 32 and 36 libera NF-κB [256], o qual pode então migrar para o 
núcleo, iniciando a transcrição. Apesar de ser considerada uma molécula promíscua, 
participando de diversas vias diferentes e apresentando inúmeros alvos, NF-κB está 
envolvido com a sobrevivência celular e inflamação, portanto, a redução da expressão 
de seu inibidor pode ser interpretada como uma resposta celular de ativação de vias 
de sobrevivência e vias inflamatórias.  
Col6a5 ou Colageno tipo 6 alfa 5 - este gene codifica uma proteína membro da matriz 
extracelular e membro recentemente descoberto da família de colágenos tipo VI [257, 
258]. Sua expressão ainda não foi verificada em ratos, com exceção deste estudo, 
mas foi encontrado expresso em quase todos os tecidos de camundongo [258]. Em 
humanos sua expressão foi verificada na pele [259, 260], pulmão, testículo, colon [257] 
e áreas miotendíneas do músculo esquelético [261]. Logo após sua descoberta, 
polimorfismos em Col6a5 foram associados a dermatite atópica [260], mas estudos 
mais recentes não conseguiram replicar esta associação em outros coortes [262]. 
Outros membros da familia de colágeno do tipo VI são expressos nas camadas de 
endoneuro e perineuro do nervo sural humano, e, em pacientes com neuropatia 
diabética diagnosticada, apresentam aumento de expressão nesses tecidos, 
concomitante com o remodelamento da matriz extracelular que circunda os tecidos 
[263]. O remodelamento da matriz é uma condição prévia para a posterior interação 
com as células de Schwann a fim de que essas células se proliferem e sirvam de guia 
para a elongação axonal durante a regeneração nervosa na periferia [264]. Assim 
como no estudo de Hill [263], o mRNA de Col6a5 está aumentado no gânglio da raiz 
dorsal do grupo DC, o que poderia indicar um possível papel de sua proteína no 





Validação dos resultados de sequenciamento por PCR em tempo-
real 
A expressão de alguns genes foi validada em amostras diferentes das submetidas aos 
sequenciamentos: Gsgl1, Chrna6, Igf2, Nfkbia, Fkbp5, Zbtb16, Capg, Cytl1, Mmp8, 
S100a8, Ngp, S100a9, Ckm, C1qc, Penk, Stpg1, Camp e Sgk1, mas apenas 8 genes, 
Chrna6, Gsg1l, Igf2, Capg, Ckm, C1qc, Penk e Stpg1, apresentaram padrão de 
expressão similar ao observado nos experimentos de sequenciamento. Essa 
diferença de resultados observada entre as duas metodologias pode estar relacionada 
a variação de expressão dos genes entre as amostras biológicas, já que para a 
segunda metodologia utilizamos um número maior de amostras por grupo (6 amostras 
para o qPCR versus 3 ou 4 para o sequenciamento) e amostras diferentes das 
utilizadas no sequenciamento.  
A validação dos dados de expressão gênica obtida por sequenciamento de nova 
geração por outra técnica diferente de expressão gênica como o PCR em tempo real 
gera maior confiabilidade nos dados e resultados observados, mas sua utilização 
ainda é debatida no mundo científico [265, 266]. Por um lado, ao se analisar um 
conjunto muito grande de genes, como no caso do sequenciamento, é preciso levar 
em conta que os testes estatísticos, apesar de otimizados para um extenso número 
de análises, ou deixam passar resultados conhecidos como falso-positivos ou 
estabelecem critérios de análise estremamente conservadores, gerando resultados 
falso-negativos [266]. Por outro, debate-se o significado técnico da validação de uma 
técnica extremamente sensível e que visa analisar não só a expressão dos genes 
individualmente, mas em conjunto, em uma rede, por outra não tão sensível e que é 
capaz de validar apenas alguns poucos genes a fim de predizer se a primeira técnica 




validação por PCR, não conseguiu validar os 115 genes que apareceram 
diferencialmente expressos utilizando 4 softwares diferentes para a análise dos dados 
de sequenciamento. Dos 115 genes, um pouco mais da metade, 60, foram validados 
pela técnica de PCR [266]. Porém, seria questionável nesta situação o fato de que 55 
genes que não foram validados sejam apenas descartados. Especialmente 
considerando-se que estes genes foram apontados como diferencialmente expressos 
por 4 sofwares de análise diferentes. Desta forma, o enfoque na validação da técnica 
de sequenciamento, sugestão acadêmica herdada da época dos estudos com 
microarranjos (essa sim uma técnica com muitos vieses amplamente debatidos na 
comunidade científica - [267-269]) desviaria o foco do estudo de prospecção de 
possíveis novos alvos biológicos para uma infrutifera comparação de precisão de 
técnicas. 
A fim de contemplar as duas correntes de pensamento, julgamos que a confirmação, 
por qPCR, do perfil de expressão observada para 8 genes testados embute maior 
confiabilidade aos resultados e os tornam alvos bastante interessantes para 
experimentos posteriores mais direcionados. Porém, não consideraremos a baixa taxa 
de validação pela técnica de PCR em tempo-real observada neste estudo um fator de 
invalidação de uso dos demais genes em experimentos futuros, uma vez que o mais 
importante a se levar em consideração na busca de novos marcadores biológicos é 
se o contexto biológico da alteração da sua expressão faz sentido à luz da condição 
em análise.  
Proteoma 
 
Neste estudo, inicialmente idealizamos a análise de transcriptoma de gânglios da raiz 




neuropatia diabética, seguido da validação dos genes diferencialmente expressos por 
PCR quantitativo e Western Blot (WB). Porém, a necessidade de realização, pela 
segunda vez, do transcriptoma dos gânglios, nos fez reavaliar a necessidade de se 
usar as duas técnicas supracitadas para validação dos resultados encontrados, tendo 
em vista o tempo restante para a realização dos experimentos e a possibilidade de 
obtermos uma quantidade e qualidade superior de dados de expressão de proteínas 
utilizando tecnologias mais modernas, de menor custo e mais sensíveis. Dessa forma, 
decidimos tentar realizar a identificação e análise de expressão de proteínas totais por 
meio de espectrometria de massas, utilizando o aparelho LTQ Orbitrap Velos ETD 
disponível no Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), integrante do Centro 
Naconal de Pesquisa em Energia e Mateiais –CNPEM, Campinas.  
Atualmente a Espectrometria de Massas permite obter dados de quantificação da 
expressão protéica mais confiáveis que o WB por um custo muito menor e utilizando 
uma quantidade menor de amostra (uma injeção no Orbitrap utiliza 3 µg de proteínas 
totais, enquanto que para cada ensaio de WB é necessário em média 70µg). Assim, 
utilizamos as mesmas amostras de gânglio que utilizamos para o RNA-Seq a fim de 
correlacionarmos estes resultados com os obtidos pelo sequenciamento.  
A corrida realizada no LTQ Orbritrap Velos ETD identificou 1410 proteínas, e vale 
enfatizar mais uma vez que, após apenas três semanas pós indução da diabetes já 
foi possível detectar 3 proteínas diferencialmente expressas entre os grupos C e DC: 
Sirt2, uma deacetilase, Ppp2r4, uma fosfatase, e Gstk1, uma proteína membro da 
família das glutationas S-transferases. A análise functional destas proteínas indica 
alterações celulares associadas ao estresse oxidativo, inflamação, 




maior profundidade a função de cada uma das três proteínas com base na literatura 
disponível. 
Análise Funcional das proteínas diferencialmente expressas 
 
Sirt2 ou Sirtuina 2 - é uma deacetilase presente em praticamente todos os os 
organismos [270]. Em mamíferos, está localizada no citoplasma e colocaliza com 
microtubulos, já que é responsável pela desacetilação de seu maior componente, alfa-
tubulina [271]. Esta proteína tem papel na desacetilação de diversas proteínas do 
organismo, incluindo os fatores de transcrição FOXO1 e 3 [272], tendo influência em 
vias como reparo de DNA, ciclo celular, apoptose, metabolismo e envelhecimento 
[273]. Durante o desenvolvimento do sistema nervoso central, ocorre aumento da 
expressão de Sirt2 durante a diferenciação de precursores de oligodendrócitos em 
oligodendrócitos e durante o período de mielinização [272]. Sirt2 já foi correlacionada 
com diversas vias de neurodegeneração, pela ativação de NF-kB [274], aumentando 
a expressão da proteína mitocondrial superóxido dismutase (MnSOD) por meio da 
ativação de FOXO3 [275] e induzindo indiretamente morte celular pela ativação de 
FOXO1 no contexto de estresse oxidativo celular [276]. Por outro lado, a inibição de 
Sirt2 em modelos in vitro e in vivo de doença de Parkinson e Hutington apresentou 
caráter protetor, aumentando o número de corpos de inclusão de alfa-sinucleína mais 
largos, considerados menos tóxicos [277], e diminuindo o número de inclusões de 
poliglutamina [278]. Considerando as funções atribuídas a Sirt2, o aumento de 
expressão desta proteína no grupo DC pode estar relacionado a uma resposta ao 
estresse oxidativo como consequência da hiperglicemia, em uma tentativa de 
controlá-lo por meio da ativação de MnSOD, e induzindo a morte celular; ou com a 




relacionado ao favorecimento da mielinização de neuritos nascentes, no contexto da 
degeneração periférica.  
Ppp2ar4 ou Subunidade Regulatória 4 da Proteína Fosfatase 2A – Também conhecida 
como PTPA, esta proteína é bem conservada entre alguns filos, sendo expressa de 
leveduras a humanos [278]. Apresenta atividade regulatória, contribuindo para a 
ativação da proteína fosfatase 2a (PP2A) [279]. Além desta função, PTPA, quando 
suprimida, parece estar envolvida com a indução de apoptose em modelos in vitro, 
por meio da diminuição do potencial de membrane mitocondrial [280]. A inibição de 
seu principal substrato, a proteína PP2A, tem papel importante no processo de 
sensitização central da dor em neurônios sensoriais do corno dorsal da medula de 
ratos tratados perifericamente com capsaicina [281-283]. Esse fenômeno parece 
envolver as subunidades GluN1 e GluN2B do canal NMDA, já que na ausência de 
PP2A ambos os canais se mostram mais fosforilados [282]. Em gânglios da raiz dorsal, 
PP2A também promove crescimento axonal durante desenvolvimento embrionário 
verificado em camundongos pela interação com Dock6 [284]. Em nosso estudo, PTPA 
está hiper-expresso no grupo DC em relação ao grupo C, e pode estar associada a 
uma proteção contra morte celular, ou a maior ativação de PP2A, a fim de propiciar 
regeneração axonal e diminuição da fosforilação das subunidades de NMDA 
presentes no DRG, no intuito de contrabalancear a sensibilidade mecânica 
desenvolvida por esse grupo. 
Gstk1 ou Glutationa S-Transferase subunidade Kappa 1- Esta proteína é membro da 
superfamília de proteínas glutationa transferases de desintoxicação celular. Está 
localizada nos peroxissomos [285]. A expressão aumentada de Gstk1 já foi associada 
a recuperação de mitocôndria e inibição da morte celular mediada por esta organela 




[286], e o aumento de sua expressão também foi observado em tecido cardíaco de 
camundongos diabéticos tratados com um inibidor de fosfodiesterase [287]. Em nosso 
estudo, Gstk1 parece estar suprimido no grupo DC, o que poderia estar contribuindo para 







Os resultados observados neste estudo sugerem que durante um estágio precoce da 
instalação da neuropatia diabética periférica, o perfil transcricional e protéico dos 
gânglios da raiz dorsal de ratos hiperglicêmicos já apresentam diferenças em relação 
ao grupo controle. Isto significa que as primeiras alterações moleculares decorrentes 
da hiperglicemia sistêmica já estão ocorrendo nas células desses gânglios. A 
caracterização funcional dos genes diferencialmente expressos entre os grupos 
apresentou genes majoritariamente relacionados com inflamação, 
hiperalgesia/analgesia, proliferação celular e apoptose/sobrevivência celular. Já as 
proteínas diferencialmente expressas estão associadas a estresse oxidativo, 
inflamação, apoptose/sobrevivência celular, proliferação celular e 
hiperalgesia/analgesia. A maioria desses genes e nenhuma das proteínas nunca 
foram correlacionados com neuropatia diabética previamente. Em comum, tanto os 
genes diferencialmente expressos quanto as proteínas diferencialmente expressas 
desempenham funções relacionadas a estresse oxidativo, inflamação, 
apoptose/sobrevivência celular, proliferação celular e hiperalgesia/analgesia. De 
acordo com as funções desempenhadas por essas moléculas, mecanismos 
relacionados a um perfil regenerativo e anti-inflamatório parecem estar sendo ativados 
para a manutenção da homeostase. Muito embora mais experimentos sejam 
necessários para validar os resultados apresentados nesta tese, o presente estudo 
apresenta novos potenciais alvos para uma melhor compreensão do desenvolvimento 
da neuropatia diabética e para uma possível intervenção em uma fase mais precoce 
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